' PCT/FROO/00105 

TRAITE DE L JOPERATION EN MATIERE Ub BREVETS 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION D'ELECTION 

{regie 61.2 du PCT) 


Destinataire: 

Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 
Box PCT 

Washington, D.C.20231 
ETA 1 o-UInIo U Mivicni^uc 

en sa qualite d'office elu 




Date d'expedrtion (jour/mo is/an nee) 

01 septembre 2000 (01 .09.00) 


Demande iRternationale no 
PCT/FROO/00105 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
B0024WO 


Date du depot mternational Qour/mois/annee) 
19 janvier 2000 (19.01.00) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
27 janvier 1999 (27.01.99) 


Deposant 

DHELLIN, Olivier etc , ~ 


1. L'office design^ est avise de son flection qui a ete faite: 

m dans la demande d'examen pr6liminaire international presentee a ('administration charg6e de I'examen preliminaire 

intornatinnn 1 lp* 

08 juillet 2000 (08.07.00) 


Q dans une declaration visant une 6lection ultSrieure d6pos6e auprds du Bureau international le: 


2. L'6lection [x] a6t6faite 

1 1 n'a pas 6t6 faite 

avant I'expiration d'un d6lai de 1 9 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la r^gle 32 s'apptique, dans le d^lai vise 
a la regie 32.2b). 


Bureau irrternational de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20. Suisse 

no de telecopieur: (41-22) 740.14.35 


Fonctionnaire autorise 

Diana Nissen 

no de telephone: (41 -22) 338.83.38 

FR0000105 





Formulaire PCT/IB/331 (juillet 1992) 



PCT/FR 00/001 05 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 


PCT 

NOTIHCATION DE LA RECEPTION DE 
L'EXEMPLAIRE ORIGINAL 

(regie 24.2.a) du PCT) 


Destinataire: , 

La-- 

BECKER, Philippe 

Cabinet Becker et Associ6s 

10. rue de Milan ..„ 


F-75009 Paris 
FRANCE 


RECU/riE:;EiVED 




2 8 FEV, ZGQO 




Date tfexpfidition (iour/mois/ann6e) 
1 1 fivrier 2000 (1 1 .02.00) 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
B0024WO 


Demande intemationale no 
PCT/FROO/00105 



11 est notifie au deposant que le Bureau international a repu Texemplaire original de la demande Internationale pr6cis§e 
ci-apres. 

Nom{s) du ou des deposants et de TEtat ou des Etats pour lesquels iis sont deposants: 
AP CELLS INC. etc. {pour tous tes Etats deslgnes sauf US) 
DHELLIN, Olivier etc. (pour US seulement) 

Date du depot international : 19 janvier 2000 (19.01.00) 

Date(s) de pnorite revendiqueefs) : 27 janvief 1999 (27.01.99) 

Date de reception de I'exennpJaire original . onrtn /nt f\rs\ 

par te Bureau international : 01 fevrier 2000 (01 .02.{K)) 

Liste des offices designes : 

AP:GH,GM,KE,LS,MW,SD,SL,SZ,TZ,UG^W 
. EA :AM,AZ,B Y,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM 

EP :AT,BE,CH,CY,DE,DlC,ES,Fi,FR,GB,GR.IEJT,LU,MC,NL,PT,SE 
OA :BF,BJ.CF,CG,C1,CM,GA,GN,GW,MUIVIR,NE,SN,TD,TG 

National :AEALAM,AT,AU^,BA,8B3G,BR,BY,CA,CH,CN,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,EE,ES,Fi,GB, 

GD,GE,GH,GM,HR,HU,fDJL,tN,iS^P,KE,KG,KP,KR,KZ,LC^K,LR,LS,LT,LU^V,MA,MD,M 

MN,MW,MX,NO,NZ,PUPT,RO,RU,SD,SE,SG,S!,SK,SLJJTM,TR,TT,UA,UG,US,UZ,VN,YU,^^^ 



ATTENnON 

Le deposai 
indications 

&i outre, Tattention du deposant est api^lee sur tes renseigncnnents donnes dans I'annexe en ce qui conoerne 



Le deposant doit soigneusement verifier ies indications figurant dans !a presente notification. En cas de divergence entre ces 
indications et celles que contient ia demande internationale, il doit aviser immediatement le Bureau international. 



X 



ies delais dans lesquels doit etre abordee \^ phase nationaie 

la confirmation des designations faites parmesure de precaution 



X : Ies exigences relatives aux documents de priorite. 



Une copie de la presente notification est envoy^e a I'office recepteur et a ['administration chargee de !a recherche internationale. 



Bureau international de TOMPI 
34, chemin des Colombettes 
1 211 Geneve 20. Suisse 



n'de teiecopeur (41-22) 740.14.35 



Fonctionnalre autoris§ 

R. Raissi 

n^'detelephme (41-22) 338.83.38 



r 

L 



Formulaire PCT/ia/301 (juiilet 1998) 



003103734 



' s •• • 
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PCT/FROO/00105 




AITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 



Expediteur : le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 



NOTIFICATION RELATIVE 
A LA PRESENTATION OU A LA TRANSMISSION 
DU DOCUMENT DE PRIORITE 

(instruction administrative 41 1 du PCT) 



Date d'expedition (jour/mots/annee) 

23 fevrier 2000 (23.02.00) 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
B0024WO 



Destinataire: 



BECKER, Philippe 
Cabinet Becker et Associ6s 
10, rue de Milan 
F-75009 Paris 
FRANCE 



NOTIFICATION IMPORTANTE 



Demande tnternationale no 
PCT/FROO/00105 



Date du depdt international (jour/mois/annee) 

19 janvier 2000 (19.01.00) 



Date de publication internationale (jour/mois/annee) 

Pas encore publiee 



Date de priorlte (jour/mois/annee) 
27 janvier 1999 (27.01.99) 



Deposant 

AP CELLS INC. etc 



2. 



3. 



1. La date de reception (sauf lorsque les lettres "NR" figurent dans la colonne de droite) par le Bureau international du ou des 
documents de priorite correspondant a la ou aux demandes enumerees ci-apres est notifiee au deposant. Sauf indication 
contraire consistent en un asterisque figurant a cote d'une date de reception, ou les lettres "NR", dans la colonne de droite, 
le document de priorite en question a ete presente outransmis au Bureau International d'une maniere conforme a la 
regie 17.1. a) ou b). 

Ce formulaire met a jour et remplace toute notification relative a la presentation ou a la transmission du document de priorite 
qui a ete envoyee precedemment. 

Un ast^risque(*) figurant a cote d'une date de reception dans la colonne de droite signale un document de priorite presente 
ou transmis au Bureau international mais de maniere non conforme a la regie 17.1. a) ou b). Dans ce cas, rattention du 
deposant est appelee sur la regie 17.1.c) qui stipule qu'aucun office designe ne peut decider de ne pas tenir compte de la 
revendication de priorite avant d'avoir donne au deposant la possibilite de remettre le document de priorite dans un delai 
raisonnable en I'espece. 

4. Les lettres "NR" figurant dans !a colonne de droite signalent un document de priorite que le Bureau international n'a pas 
regu ou que le deposant n*a pas demande a I'office recepteur de preparer et de transmettre au Bureau international, 
conformement a la regie 17.1. a) ou b), respectivement Dans ce cas, rattention du deposarrt est appelee sur la regie 17.1.c) 
qui stipule qu'aucun office designe ne peut decider de ne pas tenir compte de la revendication de priorite avant d'avoir donne 
au deposant la possibilite de remettre le document de priorite dans un delai raisonnable en I'espece. 



Date de priorite Demande de priorite n 

27 janv 1999 (27.01.99) 99/00886 



Pavs. office regional ou 
office recepteur selon le PCT 

FR 



Date de reception du 
document de priorite 

04 fevr 2000 (04.02.00) 





Fonctionnaire autorise: 


Bureau international de TOMPI 




34, chemin des Colombettes 


Carlos Naranjo [yiU 


1211 Geneve 20, Suisse 


no detel6copieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41 -22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/304 (juillet 1998) 



003124286 



TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 

NOTIFICATION DE RECEPTION 
O^T" DES DOCUMENTS SUPPOSES CONSTITUER 

I 1 UNE DEMANDE INTERNATIONALE 

(instruction administrative 301 du PCX) 



Demande internationale n° _ 

PCT / FRO 0 0 0 1 0 5 


Expediteur : L'OFFICE RECEPTEUR 


Destinataire : 

■ ■ 

CABINET BECKER ET gSSOCIES 
10 rue de Milan 
75009 PARIS 
(France ) 

■ ■ 




Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
B0024W0 


Date d'expedition (jour/niois/annec) 

19 JAN. 2CM 


NOTIFICATION IMPORTANTE ^^^^ reception (jour/mois/nnnee) 


AP CELLS INC. at al ^ ^ 


2 de r invention 

PROCEDE DE PREPARATION DE VESICULES MEMBRANAIRES 



1- II est notifie au deposant que I'office recepteur a re^u a la date de reception indiquee ci-dessus des documents supposes 
constituer une demande internationale. 



2. L' attention du deposant est appelee sur ie fait que Foffice recepteur n'a pas encore verifie si ces documents satisfont aux 
conditions de Particle 1 1 . 1 ), c'est -a-dire s'ils remplissent les conditions necessaires pour que soit attribuee une date de depot 
international. 

3. Des que Foffice recepteur aura verifie ces documents, il en avisera le deposant. 

4. Le numero de demande internationale indique plus haut a ete provisoirement attribue a ces documents. Le deposant est invite a 
mentionner ce numero dans toute correspondance avec Toff ice recepteur. 

Nombre d'exemplaires 



m Requete 

m Description 

[31 Revendications (25) 

[3] Dessin(s) (HJ 

rn Abrege 



I I Pouvoir 

I I Document (s) 
de priorite 

m Rapport de 
Recherche 



in Versement des taxes 

d'un montantde : FRF 15 652,69 

I I Lisiage de sequence de nucleotides 
ou d'acides amines (disquette) 

I I Autres documents 



Nom et adresse postale de I'office recepteur 

Institut NTational de la Propriete Industrielle 

26 bis, rue de Sai nt-Petersbourg - 75800 Paris Cedex 08 

n° de telecopieur 01 42 94 27 99 



Affaire suivie par : 



n° de telephone : 



Formulaire PCT/RO 125 (novembre 1993, reimpression novembre 1996) 



7 
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Reserve a I'office recepteur 
Demande iniemationaie n" 



D aie du depot intemaiion a I 



Nom de rpffice recepteur et '"Demande intcmationale PCT 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire (facultatij) 
( 12 caracteres au maximum) B 0 0 2 4 W 0 



CadrenM TITRE DE L'INVENTION 
PROCEDE DE PREPARATION DE VESICULES MEMBRANAIRES 


Cadre n- II DfiPOSANT 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
officielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom dupays. Le pays de 
(adresse iruSquee dans ce cadre est I 'Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indigue ci-dessous.) 

AP CELLS INC, 

1014 Hamilton Court 

MENLO PARK, CA 94025 

(Etats-Unis) 


1 1 Cette personne est aussi 
* ' invcnteur. 


n** de tiliphone 


n" de tel6copieur 


n" dc t6I^imprimeur 


Nationalite (nom de l*Etat) : 
RTAT.q-TTNT?^ 


Domicile (nom de I'Etat) ; 
ETATS-UNIS 


Cette personne est i 1 tousles Etats Vv~l tous,lcsEtalsd6sign6ssauf 1 1 les Etats-Unis d'Amirique i i les Etats indiaues dans 

deposant pour : . 1 1 d6sign6s 1* 1 Ics Etats-Unis d'Arnirique | 1 seulcment | | le cadre supplementaire 


Cadre n* III AUTRE(S) DEPOSANT(S) OU (AUTRE(S)) INVENTEUR(S) 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
[adresse indiguee dans ce cadre est I 'Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indigue ci-dessous.) 

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE 
LA RECHERCHE MEDICALE 
101 rue de Tolbiac 
75654 PARIS CEDEX 13 
(France ) 


Cette personne est : 

1 X 1 deposant seulcment 

1 1 deposant et inventeur 

[ 1 inventeur seulcment 

(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalite (nom de TEtat) : 
FRANCE 


Domicile (nom de TEtat) : 
FRANCE 


Cette personne est 1 — | tousles Etats rxi tousles Etats disignissauf | 1 Ics Etats-Unis d'Ani<£rique i 1 jcs £tats indiqucs dans 

deposant pour : 1 1 disignds LU Ics Etats-Unis d'Am^rique | | seulcment | | le cadre supplementaire 


j^X D*autres deposants ou inventeurs sont indiques sur une feuille annexe. 


Cadre n* IV MANDATAIRE OU REPRESENTANT COMMON; OU ADRESSE POUR LA CORRESPONDANCE 


La personne dontPidentite est donnee ci-dessous cst/a etc designee pour agiraunoni^^ f— ] mandataire 1 | representant commun 
des deposants auprcs dcs autorites intemationales competentes, comme: K — 1 1 — i 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation officielle 
complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays.) 

BECKER Philippe 

CABINET BECKER ET ASSOCIES 

10 rue de Milan 

75009 PARIS 

(France) 


n* de tdldphonc 

01 44 53 84 00 


n" dc t^I^copieur 

01 44 53 84 10 


n* de tiliimprimeur 


1 — 1 Adresse pour la correspondance : cocher cette case lorsquc aucun mandataire ni representant commun ri*est/n'a cti designc 
1 1 et que Pcspace ci-dessus est utilise pour indiquer une adresse speciale ^ laquelle la correspondance doit etre envoyee. 



Formulairc PCT/RO/1 01 (premiere feuille) (juiHct 1 998; reimprcssion juillet 1 999) Voir les notes relatives auformulaire de requite 



PCT 

REQUETE 



Le soussigne requiert que la presente demande 
intemationale soit traitee conformement au Traite de 
cooperation en matiere de brevets. 



THIS PA6E BLANK (uspto) 



Fcuille n' 



Suite du cadre n' ill ALITRE(S) DEPOSANT(S) OH (AUTRE(S)) INVENTEUR<S) 


Si aucun des sous-cadres suivants n *est utilise, ceae/euille ne doit pas itre incluse dans la requete. 


Nom ei adrcssc (Nam de famiUe suivt duprenom: pour une personne morale, designation 
nfficieiU complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays, U pays de 
ludresse tndtquee dans cc cadre est / 'ttat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est indique ci-dessous.) 

INSTITUT CURIE 

26 rue d'Ulm 

75248 PARIS CEDEX 05 

(France) 


Cette personne est : 

1 X| deposant seulcmeni 

I 1 deposant et invenieur 

1 1 invenieur seulement 
fSi cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 


Naiionahte (nom dc TEtat) : 
FRANCE 


Domicile (nom de I'Etat) : 
FRANCE . 


Certc personne est P") tousles Etais tous les Etats dcsignes sauf I | ics Eiats-Unis d'Amcriquc 1 1 Ics Etais indiqucs dans 
deposant pour : 1 1 dcsignes LJy les Euts-Unis d'Amdriquc 1 1 sculcmcnt I ' Ic cadre supplemcntairc 


Nom ct adresse : fNom de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
offlcielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays ae 
ladresse iruSquee dans ce cadre est I 'Etat oit le deposant a son domicile si aucun domtctie 
n 'est indique ci-dessous.) 

DHELLIN Olivier 

60 Boulevard de Charonne 

75020 PARIS 

(France) 


Cette personne est : 

1 1 deposant sculcmcnt 

p[ 1 deposant et invcnteur 

1 1 invcnteur sculcmcnt 
(Si cette case est cochee, 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalitc (nom dc TEtai) : 
FRANCE 


Domicile (nom de TEtat) : 
FRANCE 


Cene ocrsonnc est i 1 «>us les Eiats | 1 tous.Ies Etats dcsignes sauf »cs Etats-Unis d* Amcrique | ] ics Etais indiqucs dans 

dipo^VpouT- 1 1 dcsignes | | Ics Etats-Unis d'/5neriquc Uy sculcmcnt | 1 le cadre suppfcmentaire 


Nom et adresse : CNom de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
offic telle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
(adresse indiquee dars ce cadre est I 'Etat oii le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 

AMIGORENA Sebastian 

124 Boulevard A. Blanqui 

75013 PARIS 

(France) 


Cette personne est : 

1 ] deposant seulement 

[j[ 1 deposant et invenieur 

1 1 invcnteur seulement 

(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalitc (nom de TEtai) : 
FRANCE 


Domicile (nom de TEtat) : 
FRANCE 


Cene oersonne est \ 1 tous Ics Etats i 1 lous. Ics Etats ddsignds sauf nn Ics Etats-Unis d* Axncriquc | | Ics Etats indiaucs d^ 

dt^^?oour- 1 1 <*^5igncs | | Ics Etats-Unis d'/5ncriquc Lil sculcmcnt LJ Ic cadre suppfcmcntauc 


Nom ct adresse : {Nam de famille suivi duprenom: pour une personne morale, designation 
ofTicielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
[adresse indiquee dans ce cadre est i 'Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 

RAMEAU Philippe 

22, allee Albert Thomas 

91300 MASSY 

(France) 


Cene personne est : 

1 ] deposant seulement 

|}^ 1 deposant et invcnteur 

1 1 invcnteur sculcmcnt 
(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalitc (nom dc PElai) : 
FRANCE 


Domicile (nom de I'Etat) : 
FRANCE 


Cette oersonne est I 1 touslcsEiats | 1 tous.Ies Eiais disignds sauf rtCl Ics Etats-Unis d'Amcriquc | | Ics Etats indiquds dans 

de>os^r^T: LJ dcsignes 1 | Ics Etats-Unis d* Ancriquc Lj sculcmcnt | 1 le cadre supplcmcntaire 


1 ^1 D*autrcs dcposants ou invenieurs soni indiqucs sur une autre fcuille annexe. 



Formulairc PCT/RO/lOl (fcuille annexe) (juillct 1998; rcimprcssion juillct 1999) ^oir les notes relatives auformulaire de requite 



i 



THIS PAGE BLANK (usFTO) 



A 



Fcuillcn" . .3. 



Suite du cadre n- III AUTRE(S) DEPOSANT(S) OU (AUTRE(S)) INVENTEUR(S) 



5/ aucun des sous-cadres suivants n 'est utilise, cette feuille ne doit pas itre inciuse dans la requete. 


Nom ct adrcssc ' (Nam de famille sutvi du prenom: pour une personne morale, designation 
offtctelle complete. L adresse dott comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
i udresse tndiquee dans cc cadre est f 'ttat ou le deposant a son domicne st aucun domicile 
n \'st indique ci-dessous ) 

CROUZET Joel 

12, Rue Michel Voisin 
92330 SCEAUX 
(France) 


Cette personne est : 

I ] deposani seuiement 

[X 1 deposant et inventeur 

[ 1 inventeur seulement 
(Si cette case est cochee. 
ne pas rempiir la suite ) 


Naiionalitejnom dc TEiat) : 
FRANCE 


Domicile (nom dc TEtat) : 
FRANCE 


Cenc personne est | 1 lous IcsEtais n~| lous ics Etats dcsigncs sauf [XH les Etais-Um 

deposani pour : 1 1 dcsigncs 1— J Ics Etais-Unis d'Amcriquc 1 1 sculcmcnt 


tis d*Amcriquc | 1 Ics Etats indiqucs dans 
1 1 le cadre supplemcntaire 


Nom ct adresse : (Nom de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
offtcielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
fadresse indtquee dans ce cadre est I 'Etat oil le deposant a son domicile si aucun domicne 
n 'est indique ci-dessous.J 


Cene personne est : 

[ 1 deposant seulement 

I I deposani et inventeur 

1 1 inventeur seulement 
(Si cette case est cochee, 
ne pas rempiir la suite.) 


Nationalite (nom de I'Etat) ; 


Domicile (nom de I'Etat) ; 


Ccne oersonne est i 1 lous Ics Etats | 1 tousjcs Etats dcsigncs sauf | 1 Ics Etats-Un is d'Amcriquc | 1 ics Htais indiaucs dans 

diposant pour : 1 1 dcsigncs | | Ics Etats-Unis d^Amcriquc I 1 sculcmcnt | 1 Ic cadre suppfcmentaire 


Nom et adresse : fNom de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
officielle complete. I adresse doit comprendre le code postal et Ic nom du pays. Le pays ae 
fadresse indtquee dans ce cadre est I Etat oil le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 


Cette personne est : 

1 j deposant seulement 

1 1 deposant et inventeur 

{ 1 inventeur seulement 
(Si cette case est cochee, 
ne pas rempiir la suite.) 


Nationalite (nom de TEtat) : 


Domicile (nom de I'Etat) : 


Cenc personne est ( 1 tous Ics Etats 1 1 tous. Ics Etats ddsignds sauf | 1 Ics Etats.Unis d'Amcriquc | | |« f jn^?"^^^^^ 

^l^o^p^r: 1 1 dcsigncs | 1 Ics Etats-Unis d*/5ncriquc I 1 sculcmcnt 1 1 ic cadre suppfcmcntoirc 


Nom ci adresse : (Nom de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
officielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays, L^ P<^?J^^^ 
(adresse indtquee dans ce cadre est I 'Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est indique ci-dessous.) 


Cette personne est : 

1 1 deposant seulement 

1 1 deposant et inventeur 

1 1 inventeur seulement 

(Si cette case est cochee. 
ne pas rempiir la suite.) 


Nationalite (nom dc TEiat) : 


Domicile (nom de TEtat) : 


Cenc personne est I 1 tous Ics Etats 1 1 tous. Ics Euts disignds sauf | 1 ics Etats-Unis d'Ameriquc j | Ics Etats indiquds dans 

diposMpouT- I 1 <l^S'&n« 1 1 "« Etats-Unis d'/Sicriquc 1 1 sculcmcnt | 1 tc cadre supplemcntaire 


[ I D'autres deposaxits ou invcnteurs sont indiqucs sur une autre feuille annexe. 



Formulaire PCT/RO/lOl (feuille annexe) (juillet 1998; re impress ion juil let 1999) Voir les notes relatives auformulaire de requite 



1 3 ii'^' 



i 



Fcuiilcn" 4 



Cadre n* V DESIGNATION D'feTATS 



Les designations suivanles sont faites conform^mcnt A la riglc 4.9.a) (cocher Us cases appropriies: une au moins doit I'etre) : 
Brevet regional TZ Rejpub 1 i que-Un ie de Tanzanie 

IS AP Brevet ARIPO : GH Ghana, GM Gambie, KE Kenya, LS Lesotho, MW Malawi, SD Soudan, SL Sierra Leone, 
SZ Swaziland. VG Ouganda, ZW Zimbabwe ei tout autre Eiat qui est un Etat contractant du Prolocole de Harare ct du PCT 

SI EA Brevet eurasien : AM Armdnie, AZ Azerba'idjan. BY Belarus, KG Kirghizistan, KZ Kazakhstan, MD Rcpublique de 
Moldova, RU Federation dc Russie, TJ Tadjikistan, TM Turkmenistan et tout autre Eiat qui est un Etat contractant de 
la Convention sur Ie brevet eurasien et du PCT 

El EP Brevet europeen : AT Autriche, BE Belgiquc. CH et LI Suisse et Liechtenstein, CY Chypre, DE Allemagne, 
DK Danemark, £S Espagne, FI Finlande, FR France, GB Royaume-Uni, GR Grece, lE Iriande, IT Italiei 
LLI Luxembourg. MC Monaco, NL Pays-Bas. PT Portugal. SE Suede et tout autre Etat qui est un Etat contractant de la 
Convention sur Ie brevet europeen ci du PCT 

(a OA Brevet OAPI : BF Burkina Faso, BJ Binin, CF Rcpublique cenuafricainc, CG Congo. CI C6te d*Ivoirc. 

CM Cameroun, GA Gabon. GN Guinee, GW Guinee-Bissau. ML Mali. MR Mauritanie, NE Niger. SN Senegal! 
TD Tchad, TG Togo ct tout autre 6tat qui est un Etat membre dc 1 *OAPI cl un 6tat contractant du PCT (si wie autre forme 
de protection ou de traitement est souhaitee, le preciser sur la iigne poimillee) , 
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RCpublique de CorCe . 

Kazakhstan 

Sainte-Lucie 
Sri Lanka 



Cases rescrv6es pour ia designation d'fetats qui sont dcvcnus 
parties au PCT aprCs la publication dc la presentc fcuillc : 
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Declaration concernant les designations de precaution : outre les designations faites ci-dessus, le deposant fait aussi conformenient k la 
regie 4.9.b) toutes les designations qui scraient autorisecs en vertu du PCT. ^ Texception de toute designation indiquee dans Ie cadre 
suppiementairc comme etant cxciue de la portee de ccttc declaration. Le deposant declare que ces designations additionnclles sont faites 
sous reserve de confirmation et que toute designation qui n 'est pas confirmee avant T expiration d*un deiai de 1 5 mois & compter de la date de 
priorite doit etrc considerec comme retiree par le deposant i Texpiration de ce deiai, (Pourconfinner une disignation, ilfauideposer une 
declaration conlenant la disignation en question et payer les taxes de designation et de confirmation. La confirmation doit parvenir a I'office 
recepteurdansledilaide IS mois ) 



Formulaire PCT/RO/lOl (dcuxiimc fcuillc) Quillet 1999) 



Voir les notes relatives au formulaire de requite 
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Cadre n* VI REVENDICATION DE PRIORITE 



□ 



P'autres revendi cations de priority sont 
indiqudes dans le cadre suppl^mentairc. 



Date dc depdl 
dc la demande anterieure 
(jour/mois/annee) 



Num^ro 
dc la demande anterieure 



Lorsque la demande anterieure est une : 



demande nationale 
pays 



demande regionale 
office regional 



demande Internationale 
office recepteur 



0) 

27/01/1999 
(27 janvier 

(2) 



199 ^) 



99 00886 



FRANCE 



(3) 



IjrjJ L 'office recepteur est pri6 dc preparer et de transmettre au Bureau international une copie certifite conforme de la ou des dcmandes 
antericures (seulement si la demande anterieure a ete deposee aupres de I 'office qui, aux fins de v 
la presente demande Internationale, est I 'office recepteur) indiqutes ci-dessus au(x) point(s) : jA) 



* Si la demande araerieure est une demande ARJPO. il est obligaioire d'indiquer dans le cadre siwplementaire au mains un pays partie a la Convention 
de Paris pour la protection de la propriete industrielle pour lequel cette demande anterieure a ete deposee (regie 4J0.b)ii)), Voir le cadre supplemenUdre. 



Cadre n* VII ADMINISTRATION CHARGEE DE LA RECHERCHE INTERNATIONALE 



Choix de radmiDtstration chargee de la recherche 
Internationale (ISA) (si plusieurs administrations 
chargies de la recherche Internationale sont competentes 
pour proceder a la recherche Internationale, indiquer 
I 'administration choisie; le code a deux lettres peut etre 
utilise) : 

ISA/ 



Demanded' utilisation des r^ultats d'une recherche anterieure; mentioQ de 
cette recherche (si une recherche anterieure a ete effectuee par I 'administration 
chargee de la recherche intemationale cm demandee a cette demitre) : 

Date (jour/mois/annee) Numero Pays (ou office regional) 



05/11/1999 



FA 571682 



FRANCE 



Cadre n'VIII BORDEREAU; LANGUE DE DEPOT 



La presente demande intemationale contient 
le nombre de feuilles suivant : 



requete 

description (sauf partie reservec 
au listage des sequences) 

revendications 

aforeg^ 

dessins 

partie de la description rescrvee 
au listage des sequences : 

Nombre total de feuilles 



5 
36 
5 
1 
11 



58 



Le ou les Elements coch6s ci-2^r6s sont Joints a la presente demande intemationale : 

1. GO feuille de calcul des taxes 

2. □ pouvoir distinct sign6 

3. □ copie du pouvoir general; numero de r^f^rence, le cas echeant : 

4. □ explication de i 'absence d'une signature 

5. □ document(s) de priorite indiqu6(s) dans le cadre n' VI au(x) point(s) : 

6. □ traduction de la demande intemationale en (langue) : 

7. □ indications s^arees concemant des micro-organismes ou autre matdriel 

biologique depos^ 

8. O listage des sequences de nucleotides ou d*acides amines sous forme 

dcchiffrable par ordinateur _ ^ j r» i. i. 

Rapport de Recherche 

9. n autres elements (preciser) : Preliminaire 



Figure des dessins qui 
doit accompagner^'abrcgi : 




Langue de depot de la 
demande intemationale : 


f r angais 


Cadre n* DC / SIGNATUJi 


(e DU DEPOSANT OU DU MANDATABRE 





A cote de ch 

Paris 



f signature, 

le 19/ja/dvier 



2000 



'hilippe 
fnet BECKER ET ASSOCIES 



1 , Date effective de r6ception des pieces supposes 
constitucr la demande intemationale : 


2. Dessins : 
1 1 rc9us: 

1 1 non re^us : 


3. Date effective dc reception, rcctifiie en raison de la reception ulte- 
rieurc, mais dans les dclais, de documents ou de dessins completant ce 
qui est suppose constitucr la demande intemationale : 


4, Date de rdception, dans les dclais, des corrections 
demanddcs scion raiticic 1 1.2) du PCT : 


5. Administration chargee dc la recherche to * / 
intemationale (si plusieurs sont competentes) : ' 


6. 1 — 1 Transmission de la copie de recherche diff6r6c 
1 1 jusqu*au paiement de la taxe de recherche. 




1 Date de reception de rexemplaire 
1 original par le Bureau international : 



Formulairc PCT/RO/101 (demidre feuille) (juillct 1998; rcimprcssion juillct 1999) . Voir les notes relatives auformulaire de requite 
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BECKER, Philippe 

CABINET BECKER & ASSOCIES 

10, rue de Milan 

F-75009 Paris 

FRANCE 



:CU/RECEIVED 



2 3 MAI 2001 



BECKER & ASSOCIE^ 



PCT 



NOTIFICATION DE TRANSMISSION DU 
RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE 
INTERNATIONAL 

(regie 71.1 du PCT) 



Date d'exp^dition 

Qour/mols/ann6e) 21.05.2001 



R6f6rence du dossier du d6posant ou du mandatalre 
B0024WO 


NOTIFJCATTON IMPORTANTE 


Demande intemationale No. 
PCT/FROO/00105 


Date du d6pot international Qour/mois/ann^e) 
19/01/2000 


Date de priority (jour/mois/ann^e) 
27/01/1999 


D^posant 

AP CELLS INC. etal. 



II est notifi6 au deposant que radministration chargee de Texamen preliminaire international a 6tabli le rapport 
d'examen preliminaire international pour la demande Internationale et le lui transmet ci-joint, accompagn6, le 
cas 6cli6ant, de ces annexes. 



2. Une copie du present rapport et, le cas ^cheant, de ses annexes est transmise au Bureau international pour 
communication a tous les offices elus. 



3. Si tei ou tel office elu Texige, le Bureau international 6tablira une traduction en langue anglaise du rapport (h 
I'exclusion des annexes de celui-ci) et la transmettra aux offices int^resses. 



4. RAPPEL 

Pour aborder la pliase nationale aupr^s de chaque office elu, le d§posant doit accomplir certains actes (depot 
de traduction et paiement des taxes nationales) dans le d^lai de 30 mois a compter de la date de priorite (ou 
plus tard pource qui concerne certains offices) (article 39.1) (voir aussi le rappel envoye par le Bureau 
international dans le formulaire PCT/IB/301). 



Losrqu'une traduction de la demande Internationale doit etre remise a un office elu, elle doit comporter la 
traduction de toute annexe du rapport d'examen preliminaire international. II appartient au deposant d'etablir la 
traduction en question et de la remettre directement h chaque office elu int^resse. 

Pour plus de precisions en ce qui concerne les delais applicables et les exigences des offices elus, voir le 
Volume II du Guide du deposant du PCT. 



Nom et adresse postale de I'adminstratlon charg6e de I'examen 
preliminaire international 

Office europ6en des brevets 
D-80298 Munich 

T6I. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autoris6 
Hundt, D 

T6I.+49 89 2399-8042 
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F-75009 PARIS (France), 

do hereby declare that I am conversant with the French and English Languages, 
and that the attached translation signed by me is, to the best of my knowledge and 
belief, a true and correct translation of the Annex to the International Preliminary 
Examination Report concerning Intemational Patent Application 
PCT/FR 00/00105. 



Dated : 



Signed: f/'^LS*^ 
Marthie'NION 
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Applicant's or agent's file reference 
B0024WO 


Ti-fcD riTDTucr* A^Ti^M SeeNotificationofTransmittaloflntemational Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/lPEA/4 1 6) 


International application No. 

PCT/FROO/00105 


International filing date (day/montli/year) 
1 9 January 2000(19.01 .00) 


Priority date {day/month/year) 

27 January 1999 (27.0 L99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
A61K 35/12 


Applicant 


AP CELLS INC. 





This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



sheets, including this cover sheet. 



^ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
1^ amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



I 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability- 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


X 


II 


X 


III 




IV 


□ 


V 




VI 




VII 


□ 


VIII 


fxl 



Date of submission of the demand 

08 July 2000 (08.07.00) 


Date of completion of this report 

21 May 2001 (21.05.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



ationai application No. 

PCT/FROO/00105 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
I I the international application as originally filed 
the description: 

pages ^ 1-36 

pages 
pages 



4- 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-23 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



24 



filed with the letter of 



12 March 2001 (12.03.2001) 



the drawings: 
pages 

pages 

pages 



I/Il-ll/lI 



, as originally filed 



, filed with the demand 



, filed with the letter of 



I I the sequence listing part of the description: 
pages 
pages 
pages 



, as originally filed 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the intemational application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

I I the language of a translation furnished for the purposes of intemational search (under Rule 23.1(b)). 

I I the language of publication of the intemational application (under Rule 48.3(b)). 

the language of the translation furnished for the purposes of intemational preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the intemational application, the intemational 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

contained in the intemational application in written form. 

filed together with the intemational application in computer readable form, 

fumished subsequently to this Authority in written form. 

fumished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently fumished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
intemational application as filed has been fumished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been fumished. 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



5 I I T'his report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
' — ' beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been fiirnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70 16 
and 70. 1 7). 

' Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item J and annexed to this report. 
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ational application No. 

PCT/FROO/00105 



IL Priority 



1 I I report has been established as if no priority had been claimed due to the failure to furnish within the prescribed time 
1 — ' limit the requested: 

I I copy of the earlier application whose priority has been claimed. 
I I translation of the earlier application whose priority has been claimed. 

2 ^ 'This report has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim has been found invalid 
Thus for the purposes of this report, the international filing date indicated above is considered to be the relevant date. 
3. Additional observations, if necessary: 
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^mational application No. 

PCT/FROO/00105 



III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



I . The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

I I the entire international application. 

claims Nos. 1-24 



because: 



I I the said international application, or the said claims Nos 



relate to the following subject matter which does not require an international preliminao' examination (specify): 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 



the claims, or said claims Nos. l-24(part) are so inadequately supported 

by the description that no meaningful opinion could be formed. 

I I no international search report has been established for said claims Nos. 



2. A meaningful international preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 
sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 

I I the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 
I I the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 
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PCT/FROO/00105 



VI. Certain documents cited 



1. Certain published documents (Rule 70.10) 



Application No. 
Patent No. 



Publication date 
(day/month/year) 



Filing date 
( day/m ontfi/yearj 



WO99/03499 28 November 1999 (28.1 1.1999) 03 July 1998 (03.07.1998) 



Priority date (valid claim) 
(day/mont}i/year) 



16 July 1997(16.07.1997) 



2. Non-written disclosures (Rule 70.9) 

Date of written disclosure 

Kind of non-written disclosure Date of non-written disclosure referring to non-written disclosure 

( day/m onth/year) (day/month/year) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



IntS^Rional application No. 
PCT/FR 00/00105 



I. Basis of the report 



I . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

1. The amendments submitted with the letter dated 
12/03/2001 do not extend the subject matter of the 
application beyond the content of the application as 
filed. They therefore fulfil the requirements of PCT 
Article 34 (2) (b) . 
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IniBBffiiuiial application No. 
PCT/FR 00/00105 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
Continuation of: II. 

Priority 

The priority date claimed is not considered valid for 
part of the subject matter of 8-16, 18-22 and 24 in so 
far as no support has been found in the priority document 
with respect to the use of affinity chromatography. Thus, 
document D4 , which is cited in the international search 
report as a P document, is considered to form part of the 
prior art under the terms of PCT Article 33(2) and (3) 
for the subject matter of Claims 8-16, 18-22 and 24, 
relating to the use of affinity chromatography (PCT Rule 
64 . 1) . 
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InJiPRional application No. 
PCT/FR 00/00105 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the precedin g boxes is not sufficient) 
Continuation of: III. 



Claims 1-24 are not entirely supported by the description 
and do not meet the requirements of PCT Article 6. 
Consequently, a valid opinion with respect to the 
novelty, inventive step or industrial applicability of 
said claims can only be formulated as regards the subject 
matter of those claims that are entirely supported by the 
description; for this purpose, the term ''membrane 
vesicles" is interpreted as meaning ''exosomes". 
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It^^ational application No. 
PCT/FR 00/00105 


V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to nove 
citations and explanations supporting such statement 


Ity, inventive step or industrial applicability; 


1 . Statement 










[Noveiiy yis) 


Claims 




1 


O A YFS 




Claims 






NO 


Inventive step (IS) 


Claims 




1 


-2 4 YES 




Claims 






NO 


Industrial applicability (lA) 


Claims 




1 


-2 4 YES 




Claims 






NO 


2. Citations and explanations 










1 . Reference 


is made to the 


f ollowin 


g 


documents : 



Dl: FR-A-2 766 205 (INSERM ET AL) , 22 January 1999. 
D2 : G. RAPOSO ET AL . JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, 
vol. 183, March 1996, pages 1161-1172. 
D2: WO 97 05900 A ( RI JKSUNIVERS ITEIT TE LEIDEN) 20 
February 1997. 

D4: WO 99 03499 A (INSERM ET AL . ) 28 January 1999. 



2 . Novelty (POT Article 33(1) and (2)) 

Claims 1, 5, 11, 17, 18, 23 and 24 cover methods (or uses) 
for preparing exosomes using anion exchange 
chromatography, affinity chromatography or gel permeation 
chromatography. The prior art (D1-D3) describes methods 
for preparing exosomes using differential centrif ugat ion . 
D4 describes the use of ion exchange chromatography and 
gel permeation chromatography for purifying exosomes (page 
27, lines 15-19); however, these uses are covered by the 
priority documents. Consequently, Claims 1-24 are novel. 

3 . Inventive step (PCT Article 33(1) and (3)) 

D1-D3 describe the use of differential centrif ugation to 
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In^^ational application No. 
PCT/FR 00/00105 



prepare exosomes, wherein the resulting exosomes contain 
various contaminants that preclude the therapeutic use 
thereof. The problem addressed in the present application 
therefore resides in providing exosomes devoid of 
contaminants and the means for preparing same. The 
solution proposed is to. use anion exchange and/or gel 
permeation chromatography, optionally combined with 
affinity chromatography. None of the prior art documents 
cited mentions or suggests this solution. Hence, Claims 1- 
24 are inventive. 

4 . Industrial applicability ( PCT Article 33(1) -(4)) 

Claims 1-24 relate to methods for preparing membrane 
vesicles, and are therefore industrially applicable. 
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InteSitional application No. 
PCT/FR 00/00105 



VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

Claims 1, 5, 11, 17, 18, 23 and 24 are not supported by 
the description under the terms of PCT Article 6, since 
the scope thereof is broader than that defined by the 
description. Even if the term '^membrane vesicles" is 
clearly defined in the description, no technical support 
has been found regarding the preparation of membrane 
vesicles other than exosomes. 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIH) (January 1994) 



TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 

PCT 



RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



R6f6rence du dossier du d6posant ou du 

mandataire 

B0024WO 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER pr6liminaire IntemationaJ (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande intemationale 
PCT/FROO/00105 


Date du d6pot international Qour/mois/ann^e) 
19/01/2000 


Date de priorit6 (jour/mois/ann^e) 
27/01/1999 


Classification intemationale des brevets (CIB) ou k la fois classification nationale et CIB 
A61K35/12 


D^posant 

AP CELLS INC. et al. 



1. Le present rapport d'examen pr^liminaire international, etabli par I'administaration chargee de Texamen pr6llminaire 
International, est transmis au d^posant conformement a Tarticle 36. 



2. Ge RAPPORT comprend 7 feuilles, y connpris la presente feullle de couverture. 

It est acconnpagn§ d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des desslns qui ont 
ete modifl^es et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites auprds de 
{'administration chargee de I'exannen pr6liminaire international (voir la r^gle 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratlves du PCT). 

Ces annexes comprennent 1 feuilles. 



3. Le present rapport contient des Indications relatives aux points suivants: 
I S Base du rapport 



II 




Priorite 


til 




Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaut§, Tactivite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 


IV 


□ 


Absence d'unite de I'invention 


V 




Declaration motiv6e selon I'article 35(2) quant a la nouveaut§, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrietfe; citations et explications a I'appui de cette declaration 


VI 




Certains documents cites 


VII 


□ 


Irr6gularites dans la demande intemationale 


VIII 




Observations relatives k la demande Internationale 
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intemafionale 

08/07/2000 
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21.05.2001 
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^ Office europ§en des brevets 
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RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande internationale PCT/FROO/001 05 



I. Bas du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale {les feuilles de remplacement qui ont 6te remises 
k i'office recepteur en r^ponse a une invitation faite confonv^ment ^ I'articie 14 sont consid6r4es dans le present 
rapport comme "initialement dSposSes" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'eiies ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. Wet 70. 17)): 

Description, pages: 

1-36 version initiale 

Revendications, N"": 

1-23 version Initiale 

24 regue(s)le 12/03/2001 avec la lettre du 12/03/2001 

Dessins, feuilles: 

1/11-1 1/1 1 version initiale 



2. En ce qui concerne la langue, tous les Elements indiqu^s ci-dessus ^taient k la disposition de radministration ou 
lui ont ^t6 remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete d^pos^e, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces Elements ^talent a la disposition de ['administration ou lui ont 6t6 remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la r^gle 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen pr^liminalre internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3), 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
intemationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande Internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme d§chiffrable par ordinateur. 

□ remis ult^rieurement a radministration, sous forme 6crite. 

□ remis ulterieurement a ['administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par 6crit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournle. 

□ La declaration, selon laquelle les infomnatlons enreglstr6es sous dechiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du llstages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 
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4. Les modifications ont entrain6 I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n°® : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a 6Xe formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont §t6 consld^rees 

comme allant au-dela de l'expos6 de I'inventron tel qu'il a 6te d6pos6, comme il est indiqu§ ci-apr6s (r§gle 
70.2(c)) : 

(T oute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiqu6e au point 1 et 
annexSe au present rapport) 

6. Observations complementaires, le cas §ch6ant : 

voi r ^e,« • Sep q re'e 

II. Priorite 

1. □ Le present rapport a 6t6 formul6e comme si aucune priority n'avait et6 revendiqu^e, du fait que les 

documents suivants n'ont pas et6 remis dans le d6lai present : 

□ copie de la demande ant6rieure dont la priority a 6t6 revendiqu§e. 

□ traduction de la demande ant^rieure dont la priorit6 a 6t6 revendiqu6e. 

2. H Le present rapport a ete formulee comme si aucune priorite n'avait et§ revendiquee, du fait que la 

revendication de la priority a 6X6 jug6e non valable. 

Pour les besoins du present rapport, la date de depdt international indiquee plus haut est done 
consider6e comme la date pertinente. 

3. Observations complementaires, le cas ech6ant : 

III. Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, ractlvite Inventive et la possibiilte d'application 
industrielle 

1. La question de savoir si I'objet de invention revendiquee semble etre nouveau, impliquer une activity inventive 
(ne pas etre Evident) ou etre susceptible d'application industrielle n'a pas ete examinee pour ce qui conceme : 

□ I'ensemble de la demande intemationale. 
H les revendications n^^ 1 -24. 

parce que : 

□ la demande intemationale, ou les revendications n*=^ en question, se rapportent ^ I'objet suivant, a I'egard 
duquel I'administration chargee de I'examen preliminaire international n'est pas tenue effectuer un examen 
preliminaire international (preciser) : 
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□ la description, les revendications ou les dessins {en indiquer les 4l6ments ci-dessous), ou les revendications 
en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable 
(pr^ciser) : 



H les revendications, ou les revendications n*^ 1-24 (in part) en question, ne se fondent pas de fagon adequate 
sur la description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

□ it n'a pas §t6 6tabli de rapport de recherche intemationale pour les revendications n^ en question. 

2. Le listage des sequences de nucleotides ou d'acides amines n'est pas conforme k la nornne pr^vue dans 
I'annexe C des instructions administratives, de sorte qu'il n'est pas possible d'effectuer un examen pr^Iiminaire 
international significatif: 

□ le listage presents par ecrit n'a pas 6te foumi ou n'est pas conforme k la norme, 

□ le listage sous forme dechiffrable par ordinateur n'a pas 6X6 fourni ou n'est pas conforme k la norme. 



V. Declaration nnotivee selon i'article 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : 

Non : 

Activity inventive Oui : 

Non : 

Possibility d'application industrielle Oui : 

Non : 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VI. Certain documents cites 

1. Certains documents publics (r^gle 70.10) 
et/ou 

2. Divulgations non ecrites (r^gle 70.9) 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent enti^rement sur la description : 
voir feuille separee 



Revendications 1 -24 
Revendications 

Revendications 1 -24 
Revendications 

Revend ications 1 -24 
Revendications 
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Concernant le point I 
Base de Topinion 

1. Les modifications introduites avec la I^S^^,^iiBl2/03/2001 n*etendent pas Tobjet de la 
demande au-dela du contenu de la demand^^^l^£g^j^^ a ete deposee. Elles 
n'enfreignent done pas les dispositions de rarticle 34(2) b) r^(ffSfij^j 

Concernant le point II 
Priorite 



2. La date de priorite revendiquee n'a pas ete trouvee valide pour une partie de I'objet des 
revendications 8-16, 18-22, 24 dans la mesure ou aucun support n'a pu etre etablit dans 
le document de priorite vis a vis de I'utilisation de la chromatographie d*affinite. Ainsi le 
document D4 cite dans le rapport international de recherche en tant que document P est 
considere comme faisant partie de I'etat de la technique aux fins de I'article 33.2 et 33.3 
pour I'objet des revendications 8-16, 18-22, 24 relatif a Tutilisation de la chromatographie 
d'affinite (Regie 64.1 PCX). 

Concernant le point III 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la 
possibilite d'application industrielle 

3. Les revendications 1-24 ne sont se fondent pas entierement sur la description et ne 
satisfont pas aux conditions requises a Tarticie 6 POT. En consequence, une opinion 
valable ne peut etre formee au sujet de la nouveaute, de I'activite inventive, ou de 
I'application industrielle des dites revendications que sur I'objet des revendications 
entierement fonde sur la description, c'est a dire que le terme "vesicules membranaires" 
est interprets comme "exosomes". 

Concernant le point V 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite 
inventive et la possibilite d'application industrielle; citations et explications a 
I'appui d cett declaration 



4. II est fait reference aux documents suivants: 
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D1: FR-A-2 766 205 (INSERM ET AL.) 22 janvier 1999. 

D2: G. RAPOSO ET AL. JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, vol. 183, mars 1996, 
pages 1161-1172. 

D3: WO 97 05900 A (RIJKSUNIVERSITEIT TE LEIDEN) 20 fevrier 1997. 
D4: WO 99 03499 A (INSERM ET AL.) 28 janvier 1 999. 

5. Nouveaute (Articles 33.1 et 33.2 POT) 

Les revendications 1, 5, 11, 17, 18, 23, 24 couvrent des precedes (ou des utilisations) 
permettant de preparation d'exosomes par cliromatographie d'echange d'anions, par 
chromatographie d'affinite ou par chromatographie de permeation de gel. L*etat de la 
technique (D1-D3) decrit des procedes de preparation d'exosomes par centrifugation 
differentielle. D4 decrit Tutilisation de chromatographie d'echange d'ion et de permeation 
de gel pour la purification d'exosomes (page 27 ligne 15-19); toutefois ces utilisations 
sont couvertes par le document de priorite. En consequence, les revendications 1-24 
sont nouvelles. 

6. Activite inventive (Articles 33,1 et 33.3 PCT) 

D1-D3 decrivent I'utilisation de la centrifugation differentielle pour la preparation 
d'exosomes, les exosomes ainsi obtenus contiennent divers contaminants les rendant 
impropres a une utilisation therapeutique. Le probleme pose par la presente application 
consiste done a foumir des exosomes sans contaminants et le moyen de les preparer. La 
solution proposee consiste a utiliser la chromatographie d'echange d'anions et/ou de 
permeation de gel, eventuellement en associassion avec la chromatographie d'affinite. 
Aucun des documents cites dans I'etat de la technique ne mentionne ou suggere cette 
solution. En consequence, les revendications 1-24 sont inventives. 

7. Application industrielle (Articles 33.1 et 33.4 PCT) 

Les revendications 1-24 portent sur des procedes de preparation de vesicules 
membranaires et sont done succeptibles d'application industrielle. 
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Concernant le point VI 
Certains documents cites 



8. Certains documents publies (Regie 70,10 PCT) 



Demande No Date de publication 

Brevet No (jour/mois/ann6e) 



Date de d6pot 
(iour/mois/ann6e) 

03.07.98 



Date de priority (revendtcations valides) 
(jour/mois/ann6e) 

16.07.97 



WO99/03499 28.01 .99 



Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande internationale 

9. Les revendications 1, 5, 11, 17, 18, 23, 24 ne se fondent pas sur la description, 
comme I'exige I'article 6 PCT, vu que leur portee est plus vaste que celle qui est justifiee 
par la description. En effet bien que le terme "vesicules membrainaires" soit clairement 
definit dans la description, aucun support technique n'a pu etre trouve concernant la 
preparation de vesicules membranaires autre que des exosonrjes. 
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24. 'Utilisation de la chromatographic d'echange d'anions en combinaison avec la 
chn^matographie d'affinite pour la preparation ou la purification de vesicules 



mcmbranaires. 
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(54) Title; METHOD FOR PREPARING MEMBRANE VESICLES 

(54) Titre: PROCEDE DE PREPARATION DE VESICULES MEMBRANAIRES 

(57) Abstract 

The invention concerns a method for preparing membrane vesicles from a biological sample, characterised in that it comprises at least 
a step which consists in treating the sample by anion-exchange chromatography and/or gel permeation. The invention is used for preparing 
original vesicles or of different types, in particular from cells presenting antigens or tumour cells. The invention also concems the resulting 
vesicles and their uses. 

(57) Abrege 

La pr^sente invention conceme un proc6d6 de pr6paration de v6sicules membranaires a partir d'un 6chantillon biologique caract6ris6 
en ce qu'il comprend au moins une 6tape de traitement de T^chantillon par chromatographie d*6change d*anions et/ou de penn6ation de 
gel. LMnvention est utilis6e pour la preparation de v6sicules d*origines et de natures vari6es, notamment partir de cellules -pr6sentatrices 
d'antigenes ou de cellules tumorales. L* invention conceme aussi les v6sicules ainsi obtenues et leurs utilisations. 
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PROCEDE DE PREPARATION DE VESICULES MEMBRANAIRES 

La presente invention conceme un nouveau precede pour la preparation (en 
particulier risolement et/ou la purification) de vesicules membranaires. L'invention 
5 conceme egalement les vesicules membranaires ainsi preparees, ainsi que leurs 
utilisations biologiques et medicales, par exemple. 

Les vesicules membranaires sont des vesicules, d'un diametre generalement 
inferieur a 100 nm, composees d'une bicouche lipidique renfermant une fraction 

10 cytosolique. Des vesicules membranaires parti culieres sont plus specifiquement 
issues de compartiments intracellulaires, par fusion avec la membrane plasmique 
d'une cellule, conduisant a leur liberation dans les fluides biologiques ou dans le 
sumageant de cellules en culture. De telles vesicules sont designees de maniere 
generale par le terme exosome. Les exosomes possedent generalement un diametre 

15 compris entre environ 50 et 90 nm, plus particulierement entre environ 60 et 80 nm, 
et portent avantageusement des proteines membranaires (notamment des proteines 
du complexe majeur d'histocompatibilite) qui sont dans la meme orientation que 
dans la membrane plasmique des cellules dont ils sont issus. Par ailleurs, selon leur 
origine, les exosomes comportent des proteines membranaires telles que CD40, 

20 CD80, HSP70 et sont depourvus de reticulum endoplasmique et d'appareil de golgi. 

La liberation d'exosomes a ete mise en evidence a partir de differents types 
cellulaires, dans des contextes physiologiques varies. Ainsi, il a ete montre que les 
lymphocytes B liberent des exosomes porteurs de molecules du complexe majeur 
d'histocompatibilite de classe II, qui jouent un role dans la presentation antigenique 

25 (Raposo et al., J. Exp. Med. 183 (1996) 1161). De meme, il a ete montre que les 
cellules dendritiques produisent des exosomes (egalement designes dexosomes), 
ayant des caracteristiques stmcturales et fonctionnelles particulieres, et jouant un 
role dans la mediation de la reponse immune, notamment dans la stimulation des 
lymphocj^es T cytotoxiques (Zitvogel et al., Nature Medicine 4 (1998) 594). II a 



# 
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aussi ete montre que les cellules tumorales secretent, de maniere regulee, des 
exosomes particuliers (designes egalement texosomes), porteurs d'antigenes 
tumoraux et capables de presenter ces antigenes ou de les transmettre aux cellules 
presentatrices d'antigenes (demande de brevet n*" WO99/03499). II est egalement 
connu que les cellules de mastocytes accumulent les molecules dans les 
compartiments vesiculaires intracellulaires, qui peuvent etre secretes sous Teffet de 
signaux (Smith et Weis, Immunology Today 17 (1996) 60). D'une maniere 
generate, il semble done que les cellules emettent des signaux et communiquent 
entre elles par Tintermediaire de vesicules membranaires qu'elles liberent, qui 
peuvent etre porteuses de motifs antigeniques, de molecules du CMH, ou de tout 
autre signal (cytokine, facteur de croissance, etc.), qui presentent des 
caracteristiques structurales et fonctionnelles specifiques, et sont produites dans des 
situations physiologiques differentes. Ces vesicules, et en particulier les exosomes, 
representent done un produit particulierement interessant pour des applications 
diagnostiques, vaccinales, therapeutiques ou pour vehiculer des molecules d'interet. 
II serait done particulierement interessant de disposer d'une methode efficace et 
utilisable a Techelle industrielle, pour preparer des vesicules membranaires 
compatibles avec un usage biologique, notamment un usage pharmacologique. 

Les methodes classiques de preparation des vesicules membranaires (e.g., des 
exosomes) mettent en oeuvre une serie d'etapes de centrifiigation differentielle 
permettant de separer les vesicules des cellules ou des debris cellulaires presents 
dans le milieu de culture. Ainsi, les documents cites ci-avant decrivent 
essentiellement la preparation de vesicules par une serie de centrifiigations a 300g, 
10 OOOg et 70 000 ou 100 OOOg, le culot obtenu etant alors repris dans une solution 
saline, pour constituer une solution concentree d'exosomes. Cette preparation pent 
etre analysee par des techniques biochimiques classiques permettant d'evaluer la 
composition proteique des exosomes. Une technique biochimique preferee consiste 
en une electrophorese en milieu denaturant associee a une coloration des proteines 
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totales ou a la detection de proteines specifiques a Taide d^anticorps selon la 
technique de western blot. La detection des exosomes dans la preparation finale 
pent etre realisee de fa^on directe par microscopie electronique apres fixation de la 
preparation par une solution de glutaraldehyde a 4%. 

5 

Selon ce procede, les niveaux de purete des exosomes sont satisfaisants dans la 
mesure ou de telles preparations ont permis de mettre en evidence Tactivite 
biologique et les proprietes antitumorales dans des modeles animaux. Neanmoins 
ces precedes anterieurs de preparation par centrifiigation ne permettent pas de 

10 separer finement les vesicules membranaires (e.g., exosomes) des proteines 
cellulaires ou de certains composants macromoleculaires (ADN, ARN) ou 
complexes macromoleculaires. Ces procedes n'excluent done pas la presence 
d'agents biologiques contaminants non identifies, incompatibles avec une utilisation 
therapeutique chez I'homme. De plus ces etapes sont difficilement extrapolables a 

15 Techelle industrielle, notamment lorsque des volumes importants doivent etre 
traites, ou pour des applications ex vivo autologues (i.e., patient par patient), ou le 
procede doit generalement etre mis en oeuvre en systeme confine. 

La presente invention apporte a present une solution a ce probleme. 

20 L'invention decrit en effet de nouveaux procedes permettant la preparation (c'est-a- 
dire I'isolement et/ou la purification) de vesicules membranaires dans des conditions 
compatibles avec une utilisation industrielle et des applications pharmacologiques. 
Ainsi, les procedes de Tinvention peuvent etre appliques aussi bien pour des 
preparations individualisees d'exosomes autologues, que pour des preparations 

25 d'exosomes obtenus a partir de lignees cellulaires etablies, en vue d'utilisations 
experimentales, biologiques ou a des fins de vaccinations prophylactiques ou 
therapeutiques, par exemple. 
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La presente invention repose plus particulierement sur Tutilisation de 
methodes separatives par chromatographie pour la preparation de vesicules 
membranaires, et notamment pour separer les vesicules membranaires d'eventuelles 
entites biologiques contaminantes. 

5 

Plus particulierement un premier objet de Tinvention reside dans un procede de 
preparation de vesicules membranaires a partir d'un echantillon biologique 
caracterise en ce qu'il comprend au moins une etape de traitement de Techantillon 
par chromatographie d'echange d'anions. 

10 

En effet, la demanderesse a maintenant montre que les vesicules 
membranaires, notamment les exosomes, pouvaient etre purifies par 
chromatographie d'echange d'anions. Ainsi, de maniere inattendue, il est montre 
dans la presente demande que les exosomes sont resolus en un pic homogene apres 
15 chromatographie par echange d'anions. Ce resultat est tout a fait inattendu dans la 
mesure ou les exosomes sont des objets supramoleculaires complexes composes 
entre autre d'une membrane entourant un volume interne comportant entre autre des 
proteines solubles. De plus les exosomes contiennent des proteines membranaires. 

20 Un objet plus particulier de Tinvention conceme done un procede de 

preparation, en particulier de purification de vesicules membranaires a partir d'un 
echantillon biologique, comprenant au moins une etape de chromatographie 
d'echange d'anions. 

25 Pour la mise en oeuvre de la presente invention, il peut s'agir d'un echange 

d'anions fort ou faible, preferentiellement fort. Par ailleurs, dans un mode 
particulier de mise en oeuvre, la chromatographie est realisee sous pression, II peut 
ainsi s'agir plus particulierement d'une chromatographie liquide a haute performance 
(CLHP). 
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Differents types de supports peuvent etre employes pour la realisation de la 
chromatographie d'echange d'anions. On peut citer plus preferentiellement la 
cellulose, le poly(styrene-divinylbenzene), Tagarose, le dextran, Tacrylamide, la 
5 silice, le copolymere ethylene glycol-methacrylate, ou des melanges, par exemple 
des melanges agarose-dextran. A cet egard, on peut mentionner a titre illustratif 
differents materiels de chromatographie composes de supports tels qu'enonces ci- 
dessus, et notamment les gels Source, Poros, Sepharose, sephadex, Trisacryl, TSK- 
gel SW ou PW, Superdex, Toyopearl HW et sephacryl, par exemple, qui 

10 conviennent pour la mise en oeuvre de la presente invention. 

Dans un mode particulier de mise en oeuvre, Tinvention conceme done un 
procede de preparation de vesicules membranaires a partir d'un echantillon 
biologique, comprenant au moins une etape au cours de laquelle Techantillon 
biologique est traite par chromatographie d*echange d'anions sur un support choisi 

15 parmi la cellulose, le poly(styrene-divinylben2ene), la silice, Tacrylamide, Tagarose, 
le dextran, le copolymere ethylene glycol-methacrylate, seuls ou en melanges, 
eventuellement fonctionnalises. 

Par ailleurs, pour ameliorer la resolution chromatographique, il est preferable 
dans le cadre de Tinvention d'utiliser des supports sous forme de billes. Idealement, 

20 il s'agit de billes presentant un diametre homogene et calibre, et possedant une 
porosite suffisamment elevee pour permettre la penetration des objets a 
chromatographier (i.e., les exosomes). Ainsi, etant donne le diametre des exosomes 
(generalement compris entre 50 et 100 nm) il est preferable pour la mise en oeuvre 
de rinvention d'utiliser des gels de porosite elevee, en particulier comprise entre 

25 environ 10 nm et 5 ^m, plus preferentiellement entre environ 20 nm et environ 2 
fxm, encore plus preferentiellement entre environ 100 nm et environ 1 ^im. 

Pour la chromatographie d'echange d*anions, le support utilise doit etre 
fonctionnalise au moyen d'un groupement capable d'interagir avec une molecule 
anionique. Generalement, ce groupement est constitue d'une amine pouvant etre 
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temaire ou quatemaire ce qui definit respectivement un echangeur d'anions faible ou 
fort. 

Dans le cadre de la presente invention, il est particulierement avantageux 
d'utiliser un echangeur d'anions fort. Ainsi on utilise preferentiellement selon 
rinvention un support de chromatographie tel qu'indique ci-dessus, fonctionnalise 
par des amines quatemaires. Selon un mode de realisation plus particulier de 
rinvention, la chromatographie d'echange d'anions est done realisee sur un support 
fonctionnalise par une amine quatemaire. Encore plus preferentiellement, il s'agit 
d'un support choisi parmi le poly(styrene-divinylbenzene), I'acrylamide, Tagarose, le 
dextran et la silice, seuls ou en melanges, fonctionnalise par une amine quatemaire. 

Parmi les supports fonctionnalises par une amine quatemaire, on peut citer 
comme exemples les gels Source Q, Mono Q, Q Sepharose, Poros HQ et Poros QE, 
les gels de type Fractogel TMAE, et les gels Toyopearl Super Q. 

Un support particulierement prefere pour la realisation de la chromatographie 
d'echange d'anions comprend du poly(styrene-divinylbenzene). Un exemple de ce 
type de gel utilisable dans le cadre de rinvention est le gel Source Q, notamment 
Source 15 Q (Pharmacia). Ce support presente Tavantage de pores intemes tres 
larges offrant ainsi peu de resistance a la circulation de liquide a travers le gel, tout 
en permettant xme diffusion rapide des exosomes vers les groupements fonctionnels, 
parametres particulierement importants dans le cas des exosomes etant donne leur 
taille. 

L'elution des composes biologiques retenus sur la colonne peut se faire de 
differentes manieres, et en particulier au moyen du passage d*un gradient de 
concentration croissant d'une solution saline, par exemple de 0 a 2 M. On peut 
employer notamment une solution de chlomre de sodium, dans des concentrations 
variant de 0 a 2M, par exemple. La detection des differentes fractions ainsi 
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purifiees se fait par mesure de leur densite optique (DO) en sortie de colonne au 
moyen d*une lecture spectro-photometrique en continu. A titre indicatif, dans les 
conditions utilisees d£ins les exemples, les fractions comprenant les vesicules 
membranaires ont ete eluees a une force ionique comprise entre 350 et 700 mM 
environ, selon les types de vesicules. 

Differents types de colonnes peuvent etre utilises pour realiser cette etape 
chromatographique, selon les besoins et les volumes a traiter. Par exemple, selon 
les preparations, il est possible d'utiliser une colonne de 100|il environ jusqu'a 10 ml 
ou plus. Ainsi, les supports disponibles ont une capacite pouvant atteindre par 
exemple 25 mg de proteines/ml. De ce fait, une colonne de 100 (iI possede une 
capacite de Tordre de 2,5 mg de proteines ce qui, compte tenu des echantillons 
consideres, peut permettre de traiter des sumageants de culture de 2 1 environ (qui, 
apres concentration d'un facteur 1 0 a 20 par exemple, representent des volumes de 
100 a 200 ml par preparation). II est bien entendu que des volumes superieurs 
peuvent egalement etre traites, en augmentant le volume de la colonne par exemple. 

Par ailleurs, pour la mise en oeuvre de la presente invention, il est egalement 
possible de combiner Tetape de chromatographic d'echange d'anions avec une etape 
de chromatographic de permeation de gel. Ainsi, selon un mode de mise en oeuvre 
particulier de Tinvention, une etape de chromatographic de permeation de gel est 
ajoutee a Tetape d'echange d'anions, soit avant, soit apres Tetape de chromatographic 
d^echange d'anions. De preference, dans ce mode de mise en oeuvre, Tetape de 
chromatographic de permeation a lieu apres Tetape d'echange d'anions. En outre, 
dans une variante particuliere de realisation, Tetape de chromatographic d'echange 
d'anions est remplacee par I'etape de chromatographic de permeation de gel. La 
presente demande montre en effet que les vesicules membranaires peuvent etre aussi 
purifiees en utilisant la chromatographic liquide par permeation de gel, en 
particulier lorsque cette etape est combinee a une chromatographic d'echange 
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d'anions ou a d*autre(s) etape(s) de traitement de rechantillon biologique, comme il 
sera decrit en details plus loin. 

Pour la realisation de Tetape chromatographique de permeation de gel, on 
utilise de preference un support choisi parmi la silice, Tacrylamide, Tagarose, le 
dextran, le copolymere ethylene glycol-methacrylate, ou des melanges, par exemple 
des melanges agarose-dextran. A titre illustratif, pour la chromatographie de 
permeation de gel, on utilise avantageusement un support tel que le Superdex 
200HR (Pharmacia), le TSK G6000 (TosoHaas) ou encore un Sephacryl S 
(Pharmacia). 

Le procede de Tinvention peut etre mis en oeuvre a partir de differents 
echantillons biologiques. En parti culier, il peut s'agir d'un fluide biologique 
provenant d*un sujet (moelle osseuse, sang peripherique, etc.), d*un sumageant de 
culture, d'un lysat cellulaire, d'une solution prepurifiee, ou de tout autre composition 
comprenant des vesicules membranaires. 

A cet egard, dans un mode de realisation particulier de Tinvention, 
rechantillon biologique est un sumageant de culture de cellules productrices de 
vesicules membranaires. 

Par ailleurs, selon un mode de mise en oeuvre prefere de Tinvention, 
rechantillon biologique est traite, prealablement a Fetape chromatographique, pour 
etre enrichi en vesicules membranaires (etape d'enrichissement). Ainsi, dans un 
mode de realisation particulier, la presente invention conceme un procede de 
preparation de vesicules membranaires a partir d*un echantillon biologique 
caracterise en ce qu'il comprend au moins : 

b) une etape d'enrichissement de Techantillon en vesicules membranaires, et, 

c) une etape de traitement de rechantillon par chromatographie d*echange 
d'anions et/ou par chromatographie de permeation de gel. 

Selon un mode prefere de mise en oeuvre, Techantillon biologique est un 
sumageant de culture traite de maniere a etre enrichi en vesicules membranaires. En 
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particulier, rechantillon biologique peut etre constitue d'une solution prepurifiee 
obtenue a partir d'un sumageant de culture d'une population de cellules productrices 
de vesicules membranaires ou d*un fluide biologique par des traitements tels que 
centrifugation, clarification, ultrafiltration, nanofiltration et/ou chromatographic 
5 d'affinite, en particulier par clarification et/ou ultrafiltration et/ou chromatographic 
d'affinite. 

Un procede prefere de preparation de vesicules membranaires au sens de la 
presente invention comprend done plus particulierement les etapes suivantes: 

a) la culture d'une population de cellules productrices de vesicules 
10 membranaires (e.g. d'exosomes) dans des conditions permettant la liberation des 

vesicules, 

b) une etape d'enrichissement de Techantillon en vesicules membranaires, et, 

c) une etape de traitement de Techantillon par chromatographic d'echange 
d'anions et/ou par chromatographic de permeation de gel. 

15 

Comme indique ci-avant, Tetape d'enrichissement de Techantillon (e.g., du 
sumageant) peut comprendre une ou plusieurs etapes de centrifugation, clarification, 
ultrafiltration, nanofiltration et/ou chromatographic d'affinite du sumageant. Dans 
un premier mode de realisation particulier, Tetape d*enrichissement comprend (i) 

20 une etape d'elimination des cellules et/ou debris cellulaires (etape de clarification), 
eventuellement suivie de (ii) une etape de concentration et/ou de chromatographic 
d'affinite. Dans un autre mode de realisation particulier, Tetape d'enrichissement 
comprend une etape de chromatographic d'affinite, eventuellement precedee d'une 
etape d'elimination des cellules et/ou debris cellulaires (etape de clarification). Une 

25 phase d'enrichissement preferee scion Tinvention comprend (i) une etape 
d'elimination des cellules et/ou debris cellulaires, (ii) une concentration et (iii) une 
chromatographic d'affinite. 
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L'elimination des cellules et/ou debris cellulaires peut etre realisee par 
example par centrifligation de rechantillon a une vitesse faible, de preference 
inferieure a lOOOg, par exemple comprise entre 100 et 700g. Des conditions 
preferees de centrifugation lors de cette etape sont de 300g ou 600g environ, 
pendant une periode comprise entre 1 et 15 minutes par exemple. 

L*elimination des cellules et/ou debris cellulaires peut egalement etre realisee 
par filtration de Techantillon, eventuellement en combinaison avec la centrifugation 
decrite ci-dessus. La filtration peut etre realisee en particulier par des filtrations 
successives au moyen de filtres ayant un porosite decroissante. A cet egard, on 
utilise preferentiellement des filtres ayant une porosite superieure a 0,2 ^m, par 
exemple comprise entre 0,2 et lOjim. On peut utiliser en particulier une succession 
de filtres ayant une porosite de 10 fxm, 1 p,m, 0,5|im puis 0,22|im. 

Une etape de concentration peut egalement etre realisee, de maniere a 
diminuer les volumes d*echantillon a traiter lors des etapes chromatographiques. 
Ainsi, la concentration peut etre obtenue par centrifugation de Techantillon a des 
vitesses elevees, par exemple comprises entre 10 000 et 100 OOOg, de maniere a 
culotter les vesicules membranaires. A cet egard, il peut s'agir d'une serie de 
centrifugations differentielles, avec la demiere centrifugation effectuee autour de 70 
OOOg environ. Les vesicules membranaires ainsi culottees peuvent ensuite etre 
reprises dans un volume plus faible et dans un tampon approprie pour les etapes 
ulterieures du procede. 

Uetape de concentration peut egalement etre realisee par ultrafiltration. Cette 
ultrafiltration permet en fait a la fois de concentrer le sumageant et d'effectuer une 
premiere purification des vesicules. Selon un mode de realisation prefere, 
rechantillon biologique (par exemple le sumageant) est soumis a une ultrafiltration, 
de preference une ultrafiltration tangentielle. L'ultrafiltration tangentielle consiste a 
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concentrer et fractionner une solution entre deux compartiments (filtrat et retentat), 
separes par des membranes de seuils de coupure determines. La separation est 
realisee par application d*un flux dans le compartiment retentat et d'une pression 
transmembranaire entre ce compartiment et le compartiment filtrat. Differents 
5 systemes peuvent etre utilises pour realiser Tultrafiltration, comme par exemple des 
membranes spirales (Millipore, Amicon), membranes planes ou fibres creuses 
(Amicon, Millipore, Sartorius, Pall, GF, Sepracor). On utilise avantageusement 
dans le cadre de Tinvention des membranes ayant un seuil de coupure inferieur a 
1000 kDa, de preference compris entre 300 kDa et 1000 kDa, encore plus 
10 preferentiellement entre 300 kDa et 500 kDa. 

L'etape de chromatographie d'affinite peut etre realisee de differentes famous, 
sur differents materiels et supports chromatographiques. II s'agit avantageusement 
d'une chromatographie d'affinite non-specifique, destinee a retenir certains 

15 contaminants presents dans la solution, sans retenir les objets d'interet (i.e., les 
exosomes). II s'agit done d'une selection negative. II s'agit de preference d'une 
chromatographie par colorant, permettant d'eliminer (i.e., de retenir) des 
contaminants tels que les proteines et enzymes, par exemple Talbumine, des 
kinases, deshydrogenases, facteurs de coagulation, interferons ou lipoproteines, ou 

20 encore des co-facteurs, etc. Preferentiellement, le support utilise pour cette 
chromatograpgie est un support tel qu'utilise pour la chromatographie d'echange 
d'ions, fonctionnalise avec un colorant. A titre d' exemple specifique, le colorant 
peut etre choisi parmi le Blue Sepharose (Pharmacia), le Yellow 86, le Green 5 et le 
Brown 10 (Sigma). Le support est plus preferentiellement de I'agarose. II est 

25 entendu que tout autre support et/ou colorant ou groupe reactif permettant de retenir 
certains contaminants de Techantillon biologique traite peuvent etre utilises dans le 
cadre de la presente invention. 
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Dans un mode particulier de realisation de Tinvention, Fechantillon biologique 
est obtenu par traitement d'un sumageant de culture de cellules productrices de 
vesicules membranaires, par une etape de filtration au moins, 

Dans un autre mode particulier de realisation de Tinvention, Techantillon 
biologique est obtenu par traitement d'un sumageant de culture de cellules 
productrices de vesicules membranaires, par une etape de centrifugation au moins. 

Dans un mode prefere de realisation de Tinvention, Techantillon biologique 
est obtenu par traitement d'un sumageant de culture de cellules productrices de 
vesicules membranaires, par une etape d'ultrafiltration au moins. 

Dans un autre mode prefere de realisation de invention, Techantillon 
biologique est obtenu par traitement d*un sumageant de culture de cellules 
productrices de vesicules membranaires, par une etape de chromatographic 
d'affinite au moins. 

Un procede prefere de preparation plus particulier de vesicules membranaires 
au sens de la presente invention comprend les etapes suivantes : 

a) la culture d*une population de cellules productrices de vesicules 
membranaires (e.g. d'exosomes) dans des conditions permettant la liberation des 
vesicules, 

b) le traitement du sumageant de culture pour produire un echantillon 
biologique enrichi en vesicules membranaires (e.g. en exosomes) par une etape 
^ultrafiltration ou de chromatographic d'affinite au moins, et 

c) une etape de traitement de Techantillon biologique par chromatographic 
d'echange d'anions et/ou de permeation de gel. 

Dans un mode prefere de mise en oeuvre, Tetape b) ci-dessus comprend une 
filtration du sumageant de culture, suivie d'une ultrafiltration, de preference 
tangentielle. 
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Dans un autre mode prefere de mise en oeuvre, I'etape b) ci-dessus comprend 
une clarification suivie d'une chromatographie d'affmite sur colorant, notamment 
sur Blue Sepharose.. 

Par ailleurs, apres Tetape c), le materiel recolte peut, le cas echeant, etre 
soumis a une ou plusieurs etapes supplementaires d) de traitement et/ou filtration, 
notamment dans un but de sterilisation. Pour cette etape de traitement par 
filtration, on utilise preferentiellement des filtres ayant un diametre inferieur ou 
egal a 0,3 ^im, encore plus preferentiellement inferieur ou egal a 0,25 ^m. De tels 
filtres sont par exemple des filtres d'un diametre 0,22fim. 

Apres Tetape d), le materiel obtenu est par exemple distribue dans des 
dispositifs appropries tels que flacons, tubes, poches, seringues, etc., dans un 
milieu approprie de conservation. Les vesicules purifiees ainsi obtenues peuvent 
etre conservees au froid, congelees, ou utilisees extemporanement. 

Un procede de preparation particulier au sens de Tinvention comprend done au 
moins les etapes suivantes : 

c) une etape de traitement de Fechantillon biologique par 
chromatographie dechange d'anions et/ou de permeation de gel et, 

d) une etape de filtration, notamment de filtration sterilisante, du materiel 
recolte apres Tetape c). 

Dans une premiere variante de realisation, le procede de Tinvention 
comprend : 

c) une etape de traitement de Techantillon biologique par 
chromatographie d'echange d'anions, et, 

d) une etape de filtration, notamment de filtration sterilisante, du materiel 
recolte apres I'etape c). 
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Dans une autre variante de realisation, le precede de I'invention comprend : 

c) une etape de traitement de I'echantillon biologique par 
chromatographie de permeation de gel, et, 

d) une etape de filtration, notamment de filtration sterilisante, du materiel 
recolte apres I'etape c). 

Selon une troisieme variante de realisation, le precede de I'invention 
comprend : 

c) une etape de traitement de I'echantillon biologique par 
chromatographie d'echange d'anion suivie ou precedee d'une chromatographie de 
permeation de gel, et, 

d) une etape de filtration, notamment de filtration sterilisante, du materiel 
recolte apres I'etape c). 

Les resultats presentes dans les exemples montrent que I'injection d'une 
preparation d'exosomes dans la colonne de chromatographie permet d'obtenir des 
pics d'absorption symetriques, qui sont parfaitement resolus (Fig. n°l). Les 
differentes fiactions ainsi isolees sont analysables par des techniques classiques 
d'electrophorese des proteines en gel denaturant suivies de techniques de coloration 
par du bleu de Coumassie ou de techniques de detection de proteines specifiques a 
I'aide d'anticorps. II est ainsi possible de montrer, pour des texosomes, que le pic 
elue en chromatographie d'echange d'anions par une solution saline de 400 mM 
poss^de un profil proteique identique a celui d'une preparation d'exosomes 
classiquement preparee (Fig. n°2). Ceci permet de facto de caracteriser les pics 
elues a des concentrations salines plus faibles ou plus fortes comme relatifs a des 
entites biologiques distinctes, contaminantes. Dans une autre experience, les 
vesicules membranaires produites a partir de cellules dendritiques (dexosomes) ou 
certaines texosomes sont eluees a une force ionique comprise entre 500 et TOOmM 
environ, et les vesicules de mastocytes aux environs de 350 mM. 
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En outre, les resultats presentes dans les exemples montrent egalement que la 
methode de I'invention permet de detecter I'eventuelle contamination de la 
preparation par des proteines majoritaires du milieu de culture telles que la serum- 
albumine bovine. En effet, la chromatographie d'une solution etalon de serum- 
albumine bovine dans les conditions precedentes montre que celle-ci donne lieu a un 
pic elue a une concentration saline distincte de celle des exosomes (Fig. n°3). 

Le precede de I'invention permet done (i) de purifier des vesicules 
membranaires dans des conditions de qualite et de quantite compatibles avec un 
usage pharmacologique, et (ii) de reveler I'existence d'entites biologiques distinctes 
et contaminantes au sein de I'echantillon biologique traite. 

Le precede de I'invention pent etre applique a la preparation de vesicules 
membranaires d'origines varices. Ainsi, il pent s'agir en particulier d'exosomes 
produits par des cellules presentatrices d'antigenes, ou par des cellules tumorales, 
notamment. En outre, il pent s'agir de cellules primaires, par exemple en culture, ou 
egalement de lignees etablies, par exemple de lignees immortalisees de cellules 
productrices de vesicules membranaires. II peut s'agir de cellules d'origine 
mammifere, en particulier d'origine murine ou humaine. 

Dans un mode particulier de I'invention, les vesicules membranaires sont des 
vesicules produites par des cellules presentatrices d'antigenes, notamment des 
cellules dendritiques, des lymphocytes B, des macrophages et des mastocytes, 
eventuellement apres sensibilisation de celles-ci a un ou plusieurs antigenes choisis. 
Une application particulierement preferee de la presente invention reside dans la 
preparation de vesicules membranaires produites par des cellules dendritiques. A 
cet egard, il peut s'agir de cellules dendritiques humaines ou animales, notamment 
humaines ou murines. Ces cellules peuvent etre des cellules primaires, recohees a 
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partir de fluides biologiques d'un sujet ou produites ex vivo a partir de cellules 
precurseur, ou egalement des cellules de lignees etablies, par exemple immortalisees 
avec un oncogene (EP 701 604). 

Un objet particulier de la presente invention reside dans un procede de 
preparation de vesicules membranaires (dexosomes), caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes: 

a) Tobtention d'une population de cellules dendritiques, 

b) la culture des cellules dendritiques dans des conditions permettant la 
production de vesicules membranaires (dexosomes) et, 

c) la purification des vesicules membranaires (dexosomes) par un procede 
comprenant au moins une etape de chromatographic d'echange d'anions, dans les 
conditions definies ci-avant. 

Un mode de realisation plus prefere reside dans un procede de preparation de 
dexosomes, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes 

a) Tobtention d'une population de cellules dendritiques, 

b) la culture des cellules dendritiques dans des conditions pemiettant la 
production de dexosomes, 

c) le traitement du sumageant de culture pour produire un echantillon 
biologique enrichi en dexosomes, notamment par une etape d'ultrafiltration ou de 
chromatographic d'affinite au moins, et, 

d) la pimfication des dexosomes par un procede comprenant au moins une 
etape de chromatographic d'echange d'anions et/ou de permeation de gel, dans les 
conditions definies ci-avant. 

Plus particulierement, pour la mise en oeuvre de cette variante de Tinvention, 
les cellules dendritiques sont preferentiellement obtenues a partir d'un echantillon 
biologique provenant d'un sujet, par exemple de moelle osseuse ou de sang 
peripherique. 
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A cet egard, les techniques de production de cellules dendritiques ont ete 
decrites dans Tart anterieur et peuvent etre mises en oeuvre par Thomme du metier 
(voir notamment les techniques decrites dans la demande WO99/03499, incorporee 
a la presente par reference). Les cellules dendritiques peuvent ainsi etre preparees a 
5 partir de cellules souches du systeme immunitaire, a partir de precurseurs 
monocytes ou encore isolees directement sous forme differenciee (Revue par Hart, 
Blood 90(1997) 3245). 

Une methodologie privilegiee dans le cadre de la presente invention repose sur 
10 la production de cellules dendritiques a partir de precurseurs monocytes ou de 
moelle osseuse. Plus particulierement, on prefere utiliser dans le cadre de la 
presente invention des cellules dendritiques obtenues par traitement de precurseurs 
monocytes (contenus dans le sang ou la moelle) en presence d'une combinaison 
GM-CSF+IL4 ou GM-CSF+IL-13. 

15 

Par ailleurs, pour la mise en oeuvre de la presente invention, il est tout 
particulierement avantageux d'utiliser une population de cellules dendritiques 
comprenant des cellules dendritiques immatures, Avantageusement, on utilise une 
population de cellules dendritiques composee principalement (i.e., au moins 60%, 
20 de preference 70%) de cellules dendritiques immatures. 

L'etape d'obtention des cellules dendritiques pent done comprendre 
avantageusement la preparation d'une population de cellules dendritiques 
comprenant des cellules dendritiques immatures, en particulier d'origine humaine, 
25 notamment a partir de precurseurs monocytes, plus particulierement par traitement 
avec une combinaison de cytokines telle que GM-CSF+IL-4 ou GM-CSF-i-IL-13. 

Par ailleurs, il est egalement possible d'utiliser dans le cadre de la presente 
invention des populations de cellules dendritiques immortalisees. II pent s'agir de 
lignees de cellules dendritiques immortalisees (lignee Dl par exemple, ou tout autre 
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lignee produite par exemple par introduction de I'oncogdne myc dans les cellules 
dendritiques). II pent egalement s'agir de cellules dendritiques preparees puis 
immortalisees in vitro. L'interet de cellules dendritiques immortalisees reside dans 
la constitution de banques de cellules sensibilisees a des groupes d'antigenes donnes, 
utilisables industriellement pour preparer des dexosomes susceptibles d'etre 
administres a des families entieres de patients. 

Pour produire les vesicules membranaires (dexosomes), les cellules 
dendritiques peuvent etre simplement cultivees dans des conditions 
conventionnelles connues de Thomme du metier. Avantageusement, neanmoins, ces 
cellules sont cultivees dans des conditions stimulant la production des dexosomes, 
en particulier en presence de facteurs capables de stimuler la production des 
dexosomes, notamment d'une cytokine telle que I'interferon gamma, I'interleukine- 
10 ou rinterleukine-12 (voir par exemple la demande WO99/03499). Dans un mode 
de mise en oeuvre prefere du procede de invention, les cellules dendritiques sont 
done cultivees, au cours de I'etape b) ci-dessus, dans des conditions stimulant la 
production des vesicules membranaires. 

D'autre part, dans une variante particuliere de realisation, les cellules 
dendritiques sont sensibilisees a un antigene, prealablement a la production des 
vesicules membranaires. Ce mode de realisation permet ainsi de charger les cellules 
dendritiques en antigene(s) particulier(s), de maniere a produire des dexosomes 
ayant un caractere immunogene donne. La sensibilisation peut etre realisee par 
differentes techniques connues en soi, comprenant par exemple la mise en contact 
des cellules avec des peptides antigeniques, des antigenes, des complexes 
proteiques, des cellules ou membranes de cellules exprimant des antigenes, des 
corps apoptotiques, des vesicules membranaires, des liposomes, des ARN tumoraux 
ou tout acide nucleique codant pour un ou plusieurs antigenes, determinants 
antigeniques ou epitopes (eventuellement vehicules par un vecteur viral ou non 
viral), etc (voir par exemple la demande WO99/03499). Dans un mode prefere, la 
sensibilisation est realisee par incubation avec des peptides, antigenes, ARN ou 
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acides nucleiques* II est entendu que la presente demande n'est pas limitee a des 
techniques de sensibilisation ou de production des cellules dendritiques. 

Une autre application particulierement avantageuse de la presente invention 
5 reside dans la preparation de vesicules membranaires produites par des cellules 
tumorales, notamment humaines. II peut s'agir en particulier de toute cellule 
provenant d*une tumeur solide ou liquide ainsi que de cellules transformees ou 
immortalisees in vitro. On peut mentionner plus preferentiellement les tumeurs 
solides, hematopoietiques ou ascitiques. 

10 

Une application particuliere de la presente invention reside egalement dans la 
preparation de vesicules membranaires comprenant une ou plusieurs molecules 
heterologues, en particulier recombinantes. Ainsi, il est en effet possible, par 
exemple, de modifier genetiquement des cellules productrices de vesicules 
15 membranaires (par exemple des lignees de mastocytes) pour faire exprimer, dans ou 
a la surface des vesicules qu'elles produisent, des molecules d'interet 
(PCT/FR99/02691). La presente invention peut egalement permettre de purifier de 
telles vesicules modifiees. 

20 De maniere plus generate, Tinvention peut etre appliquee a la preparation de 

vesicules membranaires produites par tout type cellulaire, en particulier de vesicules 
de type exosome, ayant de preference un diametre inferieur a environ 100 nm. II 
peut s'agir notamment de cellules de macrophages, mastocytes, reticulocytes, etc. 
Dans la section experimentale, nous avons utilise des preparations d*exosomes 

25 provenant (i) de lignees cellulaires telles que des lignees de cellules tumorales 
(TS/A), des lignees de cellules dendritiques murines (Dl), une lignee de mastocytes 
(RBL) et (ii) de cellules dendritiques humaines derivees de monocytes. Les resultats 
obtenus sont directement transposables a d'autres cultures primaires telles que des 
cellules tumorales, des cellules dendritiques humaines, des lymphocytes B, etc.. 
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cultivables dans des conditions industriellement acceptables. Le procede de 
rinvention peut ainsi etre mis en oeuvre conime etape de purification des exosomes 
dans le cadre de leur utilisation en therapeutique humaine. 

5 Les vesicules membranaires ainsi obtenues constituent, selon leur origine, des 

outils d'etude des cancers ou de la regulation du systeme immunitaire, de transfer! 
de molecules, de production d*anticorps, de marquage, de diagnostique, de 
constitution de banques, des principes de vaccin ou de medicament, etc. 

10 En outre le procede de Tinvention peut egalement etre utilise conime methode 

pour un controle de qualite sur la presence eventuelle de contaminants (notamment 
de proteines contaminantes) dans le milieu de culture ou dans des preparations de 
vesicules membranaires. 

15 A cet egard, la presente invention peut done etre mise en oeuvre aussi bien 

dans une methode preparative de vesicules membranaires que dans un systeme 
analytique permettant de controler la qualite d'une preparation de vesicules 
membranaires, quelle que soit leur methode de preparation. 

20 La presente invention conceme done egalement un procede de controle de la 

presence de contaminants, notamment d'origine proteique ou nucleique, dans ime 
preparation de vesicules membranaires, notamment d'exosomes, comprenant le 
traitement d*une fraction de ladite preparation par une etape au moins de 
chromatographie d'echange d'anions, et la mise en evidence de la presence de 

25 contaminants. 

L'invention conceme aussi, de maniere generale, Tutilisation de la 
chromatographie d'echange d'anions, en particulier de type liquide a haute 
performance, pour la preparation ou la purification de vesicules membranaires. Elle 
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conceme Tutilisation de la chromatographie d'affinite pour la preparation ou la 
purification de vesicules membranaires. 

L'invention a encore pour objet les vesicules membranaires preparees par le 
procede de Tinvention, ainsi que toute composition comprenant de telles vesicules. 

La presente invention sera plus completement decrite a Taide des exemples qui 
suivent qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

Legende des figures 

Figure no 1 : Profil d'elution apres chromatographie par echange d'anions 
d*un echantillon d'exosomes prepares par centrifugation differentielle. 

Figure no 2 : Analyse du profil proteique des differentes fractions d'elution 
d'une preparation d'exosomes par electrophorese en SDS PAGE puis coloration par 
du bleu de Coomassie. 

Figure no 3 : Profil d'elution apres chromatographie par echange d'anions 
d'une solution etalon de serum-albumine bovine. 

Figure no 4 : Schema de traitement d'un echantillon biologique comprenant 
des vesicules membranaires par ultrafiltration tangentielle. 

Figure n^ 5 : Profil general de Tetape de Blue sepharose 6 fast flow apres les 
centrifugations a 600 et 10 000 g d'un sumageant de dexosomes. 

Figure n^ 6 : Western blot dirige contre les molecules du CMH II des 
exosomes, dans la fraction non adsorbee et dans I'eluat, de I'etape de Blue 
sepharose 6 fast flow. 

Figure n° 7 : Profil general de Tetape source 15Q apres une etape de Blue 
sepharose fast flow. 

Figure n° 8 : Details du gradient d'elution sur la source 15Q apres une etape de 
Blue sepharose 6 fast flow (agrandissement de la zone rectangulaire en bas a droite 
dans la figure 7). 
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Figure n''9 : Exemple de profil de purification d'exosomes produits a partir de 
la lignee RBL DR+ (equivalent de 53 ^ig de proteines) par une colonne de Source 
1 5Q apres traitement par la DNase et la RNase. 

Figure n°10 : Separation des exosomes par un gradient discontinu en NaCl sur 
un support Source 15Q. 

Figure n*^l 1 : Western blot dirige contre les molecules du CMH II humain de 
chaque pic separe par CLHP et ultracentrifuge. Temoin positif : Cellules 
dendritiques humaines exprimant les molecules du CMH II. Temoin negatif : milieu 
ultracentrifuge et representant le bruit de fond. MW= poids moleculaire ; NA= 
fraction non adsorbe. 

Techniques generales de culture cellulaire et de biologie moleculaire 

1) Cultures cellulaires 

La lignee de cellules TS/A est une lignee de cellules murines etablie a partir 
d'un carcinome mammaire spontane, Cette lignee est cultivee a 37°C en presence 
de 5% de C02 en milieu RPMI en presence de 10% de semm de veau foetal 
(Dominique Dutcher). 

Les lignees de cellules dendritiques sont maintenues dans un milieu IMDM 
contenant 10% de serum bovin foetal inactive, 2 mM de L-glutamine, 50 )iM de 2- 
pME, 1 00 Ul/ml de penicilline, et 1 00 |ag/ml de streptomycine. 

2) Analyse des proteines par SDS PAGE 

20|al d*echantillon est dilue dans le tampon de Laemmli (Nature 227 (1970) 
p680-685) puis soumis a une denaturation thermique a 95°C pendant 10 mn puis 
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charge sur des gels d'acrylamide 10% (Novex 1 mmxl 0 puits). Apres migration, les 
gels sont colores au bleu de Coomassie. 

Exemples 

5 

1) Chromatographie par echange d*anions d*une preparation 
d*exosomes produits par des cellules tumorales (lignee TS/A) : analyse par SDS 
PAGE du profil proteique des differentes fractions eluees. 

10 Get exemple illusixe comment une etape de chromatographie d'echange 

d'anions peut permettre de separer des impuretes d*une preparation d'exosomes. 

1. 1) Protocole 

15 Dans cette experience le materiel de depart est constitue d'un concentrat 

d'exosomes prepares par centrifiigation differentielle a partir d'un sumageant de 
culture de cellules TS/A permettant de separer les exosomes des cellules ou des 
debris cellulaires presents dans le milieu de culture. La premiere centrifiigation est 
realisee a basse vitesse (300g pendant 5 mn) afin de culotter les cellules en 

20 suspension presentes dans le sumageant de culture. Deux autres centrifugations 
(1200g pendant 20 mn puis 10 OOOg pendant 30 mn) permettent de culotter les 
debris cellulaires. Le sumageant ainsi clarifie est alors soumis a une 
ultracentrifugation a haute vitesse de 70 OOOg pendant 1 heure permettant de culotter 
les exosomes. Cette preparation est alors lavee dans un grand volume de solution 

25 saline pour etre recentrifugee dans les conditions precedentes. Le culot est alors 
repris dans un volume d'environ 1 00 jil de solution saline et constitue une solution 
concentree d*exosomes. La quantite de proteines est mesuree par la technique de 
Bradford (Biorad, Ivry, France). Ce concentrat presente une teneur en proteines 
totales comprise entre 500 et 1000 |Lig/ml. 
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40 ng de cette preparation d'exosomes dilues dans 500 |il de tampon Tris/HCL 
50 mM pH sont injectes sur une colonne contenant du gel Source Q 15 (Pharmacia) 
equilibre dans une solution Tris/HCL 50 mM pH 8. Apres rin^age, les especes 
adsorbees sont eluees sur 30 volumes de colonne par un gradient lineaire de NaCl de 

5 0 a 500 mM, puis par ime solution de NaCl 2M. Les fractions d'elution sont 
analysees par spectrophotometrie a 260 et 280 nm. Les fractions d'elution sont 
regroupees en 5 cinq fractions majeures (de Fl a F5) afin de pouvoir analyser leur 
profil proteique respectif. Les proteines de chaque fraction sont precipitees par 1/10 
de volume, d'une solution d'acide trichloroacetique a 100 % puis rincees par xme 

10 solution d'acetone. Les culots proteiques sont repris dans 20 [il de solution de 
Laemmli, et sont deposes sur un gel d'acrylamide SDS PAGE qui est alors colore 
par du bleu de Coomassie. 



1.2) Resultats 

15 

Les profils d'elution a 260 et 280 nm sont representes sur la figure 1. Les profils 
montrent la presence de 3 pics symetriques distincts, elues aux concentrations 
salines respectives de 105 mM, 400 mM et 2 M de NaCl. 

L'analyse du profil proteique des fractions correspondant aux differents pics 
20 montre que le pic elue a 400 mM de NaCl possede un profil proteique identique a 
celui d'une preparation d'exosomes preparee classiquement par centrifugation 
(Figure N*^ 2). Le rapport entre les absorptions a 260 et 280 nm mesure a une valeur 
de 0.8 est compatible avec celui decrit dans le cas des proteines. 

Le pic elue (fraction F2) a 105 mM de NaCl presente en revanche un profil 
25 proteique different montrant seulement deux bandes distinctes. Les mesures 
d'absorbance a 260 et 280 nm donnent un rapport de 1 .6 suggerant la presence d'une 
association d'acides nucleiques et de proteines. 

La fraction F5 eluee a 2 molaire de NaCl correspond aux composes 
biologiques fortement associes a la colonne. 
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II est done possible de separer les exosomes d'impuretes par une etape 
d'echange d*anions. 

2) Chromatographie par echange d'anions d*une solution etalon de 
5 serum-albumine bovine : 

Cette technique de chromatographie par echange d'anions permet egalement 
d'evaluer le degre de contamination d'une preparation d'exosomes par les proteines 
presentes dans le milieu de culture. Ainsi, nous montrons en chromatographiant 10 
10 ^g d*une solution de serum albumine bovine, correspondant a la proteine majoritaire 
du miheu de culture, que celle-ci est eluee a 205 mM de NaCl sous fomie d*un pic 
etroit distinguable des pics precedemment decrits dans le cas des exosomes. 

3) Traitement d'un surnageant de culture contenant des exosomes par 
15 ultrafiltration. 

Cet exemple montre qu'il est possible de concentrer les exosomes pa 
ultrafiltration. De plus, la preparation exosomale est appauvrie en proteine 
contaminantes telle que les BSA. 

20 

3.1) Protocole : (Figure N° 4) 

150 ml d'un sumageant de culture de cellules obtenu apres centrifugation a 300 
g de cellules TSA, sont soumis a une filtration sur un filtre de porosite de 0.22 |im 
25 (Millipore). Le filtrat est dilue de moitie dans du PBS. Les 300 ml resultants sont 
filtres tangentiellement avec une cassette de filtration (lOcm^ de membrane) d'un 
seuil de coupure de 300 000 D (Sartorius). 



3.2) Resultats 



wo 00/44389 



26 



PCT/FROO/00105 



7 ml de retentat sont obtenus apres 1 heure de filtration. Le retentat a ete 
soumis une ultracentrifugation (79 000) pour cuiotter et analyser les exosomes. Une 
analyse par SDS-PAGE suivie de coloration au bleu de Coomassie a revele que 
Techantillon contenait significativement moins de BSA que la solution qui a ete 
ultrafiltree. De plus, des bandes proteiques specifiques des exosomes produits a 
partir de TSA sont observees. 

L'ultrafiltration peut done etre utilisee dans un procede de purification 
d*exosomes afin de separer ceux-ci de proteines contaminantes. 

4) Purification par CLHP d'exosomes humains, produits par des cellules 
dendritiques humaines derivees de monocytes (MDDC). 

4.1) Materials et Methodes 

. Tampons et solutions meres. 

On travaille a partir de solutions meres filtrees 0,22 \jim a T exception de Teau et de 
la solution de sonde, Le premier tampon est une solution de Bis-Tris-Propane (BTP) 
100 mM (Sigma, 99% de purete), tamponnee a pH 6, ce tampon est branche sur la 
voie A du chromatographe (BioCad Sprint, Perkin-Elmer). Le second tampon est 
une solution de Bis-Tris-Propane 100 mM, tamponnee a pH 9, ce tampon est 
branche sur la voie B du chromatographe. L'eau est produite sur resine par un 
systeme Milli-Q a une resistance de 18 MQcm. Teau est branchee sur la voie C. Sur 
la voie D est branchee une solution mere de chlorure de sodium (NaCl, Prolabo, 
99,5% de purete) 3 M. Sur la voie F est branchee une solution de sonde (NaOH, 
Prolabo, 98% de purete minimum) 0,1 M. La voie E est utilisee pour charger les 
sumageants de culture sur les colonnes. 
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Tous les tampons sont realises a partir de Feau produite par le systeme Milli-Q, les 
tampons ne sont pas degazes. 

. Colonnes 

5 

Blue Sepharose 6 fast flow (pharmacia): 

La premiere etape est realisee avec une colonne de Blue Sepharose 6 fast flow 
(Pharmacia). La matrice est de Fagarose couple avec du Blue sepharose 6 fast flow 
Blue 3G (7%). La taille des particules se situe entre 45 et 165 fim. Le debit lineaire 
10 maximum est de 750 cm/hr. Le gel est stable aux pH compris entre 4 et 12, aux pH 
extremes, 2 et 14, le gel peut etre endommage ce qui entraine une diminution de la 
capacite de fixation (decouplage du Blue sepharose 6 fast flow) et une augmentation 
de la pression (formation de fines). 

Le Blue sepharose 6 fast flow est specifique de composants comme Falbumine, les 
15 kinases, les deshydrogenases et d'autres enzymes contenant des cofacteurs comme 
le NAD^, des facteurs de coagulation, des interferons et de lipoproteines. 
La capacite theorique de fixation du Blue sepharose 6 fast flow est d' environ 15 a 
20 mg de serum albumine par ml de gel. 

Le volume de colonne utilise est d'environ 5,5 ml de gel (CI 0/10, Pharmacia) soit 
20 une capacite theorique de 80 a 110 mg de serum albumine. Le debit utilise est de 2 
ml/min (150 cm/hr) sur le BioCad Sprint et de 3,5 ml/min (260 cm/hr) avec un 
systeme de detection Pharmacia. La pression n'excede pas 2.5 bars et est 
essentiellement due aux cellules de mesure de DO 

25 Source 15Q : 

La deuxieme etape est realisee avec une colonne de Source 15Q (pharmacia), 
echangeur d'anions fort. La matrice est du polystyrene reticule avec du 
divinylbenzene. La taille des billes est de 15 |im et est homogene. Les billes sont 
parcourues par un reseau de pores avec une taille variant de 20 a 1000 nm. Ces gels 
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sont tres resistant a la pression et acceptent des debits lineaires important (1800 
cm/hr et plus) tout en gardant une resolution et une capacite satisfaisante. Cela est 
rendu possible grace a Thomogeneite des billes et a leur porosite qui augmentent 
Tacces des molecules aux groupements fonctionnels. 

Le gel est stable aux pH compris entre 2 et 12 au dela le gel risque de subir 
d'important dommages qui diminuent ses capacites. 

La capacite theorique de fixation de cet echangeur est d' environ 25 mg de proteines 
par ml de gel. On utilise une colonne de 0,8 ml (PEEK column 4,6 mm ID/50 mm 
L, Perkin-Elmer), soit une capacite maximum de 20 mg de proteines. La capacite 
reelle, qui permet de garder une bonne resolution, est de Tordre de 10% de cette 
capacite maximum soit 2 mg de proteines. Le debit utilise est de 5 ml/min (1880 
cm/hr) et permet des separations rapides. La colonne est packee avec le systeme 
Poros selfPack a 15ml/min a 150 bars. 

. Chromatographe (BioCad Sprint) 

Le BioCad est un systeme CLHP (Chromatographie Liquide Haute Perfomiance) 
qui permet de travailler a des hautes pressions (maximum 204 bars) et a des debits 
s'etalant de 0,2 a 60 ml/min. On pent brancher jusqu'a 6 tampons (les 6 voies sont 
utilisees actuellement), et le systeme peut etre traite par la soude 0. 1 M (pH 12) pour 
la depyrogeneisation des tubulures et de la colonne. 

Les separations peuvent etre realisees a temperature ambiante ou a 4°C. Les 
echantillons sont charges soit par une des voies accessibles ou par des boucles 
d'injection pour les petits volumes (de 100 [il a 5 ml). Le systeme de detection 
utilise une cellule UV double voie : de 190 a 450 nm pour UV et de 366 a 700 nm 
pour le visible. Classiquement on utilise une detection a 254 nm pour les acides 
nucleiques et une detection a 280 nm pour les proteines (ceux sont les acides amines 
avec un cycle benzene tels les tyrosines, tryptophanes et phenylalanines qui 
absorbent). Le systeme est entierement controle par informatique (logiciel 
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developpe par Perspective biosystem). Pour chaque separation, tous les parametres 
(pression, debit, conductivite, densite optique, pH, etc.) peuvent etre controles. 
Enfin, rechantillon separe est soit recupere en tube Falcon 50 ml ou collecte en 
tubes eppendorf silicones (coUecteur Advantec SF-2120) pour minimiser les 
5 interactions non specifiques. 

. Production des exosomes a partir de cellules dendritiques. 

De faQon premiere, les cellules dendritiques sont obtenues a partir de 
10 precurseurs monocytaires du sang peripherique. Les monocytes isoles sont 
cultives en presence d'une combinaison de GM-CSF et d'IL-13 ou d'IL-4 (voir 
les techniques decrites dans la demande WO99/03499). Pour la production 
d' exosomes il est preferable d'utiliser une population de cellules dendritiques 
immatures. 

15 

4.2) Etape de Blue Sepharose 6 fast flow. 

Les sumageants de culture sont centrifuges deux fois a 600 g et une fois a 10 
000 g avant d'etre charges sur la colonne de Blue sepharose 6 fast flow. 

20 On utilise une colonne de 5,5 ml, le debit est de 2 ml/min (debit lineaire de 150 
cm/h, temps de contact de 2,7 min), la pression est de I'ordre de 2,5 bars (fig 5). La 
colonne est equilibree en tampon BTP 12 mM, 150 mM NaCl et pH 7. Apres 
equilibration, le sumageant est charge sur la colonne puis celle ci est lavee avec le 
meme tampon d' equilibration jusqu'a la redescente de la D.O. L'elution des 

25 proteines fixees est realisee en BTP 12 mM, NaCl 1,5 M et pH 7 (en 3 a 4 volumes 
de colonne). La colonne est regeneree par passage d'eau (2 a 3 volumes de colonne), 
puis on passe 2 volumes de sonde 0,1 M (pH 12), enfin, la colonne est reequilibree 
en BTP 12 mM, 150 mM NaCl et pH 7. 
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Aspect quantitatif et qualitatif de Tetape de Blue sepharose 6 fast flow : 

Comme decrit avant, Tetape de Blue sepharose 6 fast flow est specifique des 
proteines comme Talbumine qui est un contaminant majeur du sumageant de 
culture. On mesxire la concentration proteique de chaque fraction de Tetape de Blue 
sepharose 6 fast flow par xme technique Biorad (mesure d'une DO a 600 nm). Les 
resultats sent rassembles dans le tableau 1 . 



Tableau 1. Concentrations proteiques dans chaque fraction de I'etape de Blue 
sepharose 6 fast flow. 





sumageant 


Non adsorbe 


Pic 
d'elution 


Pic regeneration 


Concentration 

proteique 

(mg/ml) 


3.69 


0.18 


3.32 


1.48 


Volume (ml) 


25 


37.5 


20 


20 


quantite totale 
de proteines(mg) 


92.2 


6.7 


66.4 


29.6 


Rendements (%) 


100 


7.3 


72 


32.1 



La majeure partie des proteines se retrouve soit dans Teluat (72%) ou dans la 
regeneration (32%). La fi-action non adsorbee ne represente que 7 a 10% du total des 
proteines chargees sur la colonne de Blue sepharose 6 fast flow. L'etape est 
specifique des contaminants majeurs du sumageant. Pour verifier cette specificite du 
Blue sepharose 6 fast flow, chaque fraction est deposee sur un gel SDS-PAGE en 
condition reductrice et colore en nitrate d'argent. La surcharge de la colonne (50 ml 
de sumageant charges sur une colonne de Blue sepharose 6 fast flow de 5.5 ml) a 
pemiis de calculer la quantite maximum de proteines, du sumageant de culture, qu'il 
est possible de charger sur la coloime par ml de gel (tableau 2). Dans ce cas le 



i 
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pourcentage de la fraction non adsorbee passe de 7 a plus de 30% de la quantite de 
proteine chargee. Cette valeur est comprise entre 16 et 18 mg de proteines par ml de 
gel Blue sepharose 6 fast flow. En conclusion 1 ml de gel de Blue sepharose 6 fast 
flow permet de purifier environ 5 a 6 ml de sumageant de culture (AIMV 2.5% de 
5 HSA), Cette valeur prend toute son importance pour Tetude du scale up puisqu'il 
determine la taille de la colonne a utiliser et par consequent le cout de cette etape. 



Tableau 2. Etude de la surchage du support Blue sepharose 6 fast flow en premiere 
etape. 





sumageant 


Non adsorbe 


Pic 
d' elation 


Pic regeneration 


Concentration 

proteique 

(mg/ml) 


3.02 


0.87 


3 


1.56 


Volume (ml) 


50 


60 


20 


20 


quantite totale 
de proteines(mg) 


151 


52.2 


60 


31.2 


Rendements (%) 


100 


34.6 


39.7 


20.6 



10 

Comme attendu, le contaminant majeur des sumageants de culture, apres les 
centrifugations a 600 et 10 000 g, est Talbumine. Ce contaminant est retrouve, 
apres fixation sur le Blue sepharose 6 fast flow, dans les fractions eluat et 
regeneration. En plus de ce contaminant, on retrouve de nombreux autres 
15 contaminants de bas poids et hauts poids moleculaires. 

L' etape de Blue sepharose 6 fast flow permet T elimination d' environ 90 a 95% 
des contaminants du sumageant de culture. Les exosomes sont dans la fraction 
non adsorbee du Blue sepharose 6 fast flow (fig.6). 

20 4.3) Etape d'echangeur d'anions: source 15Q (Pharmacia). 
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On utilise une colonne de source 15Q de 0.8 ml avec un debit de 5 ml/min 
(debit lineaire de 1880 cm/h, temps de contact 0,1 min) avec une pression de 
I'ordre de 50 bars. La fraction non adsorbee du Blue sepharose 6 fast flow est 
5 directement chargee sur la source 15Q (fig. 7) sans modifications de la 
concentration saline (NaCl) ou du pH. 

Apres Fetape de fixation la colonne est lavee en tampon BTP 12 mM, 280 mM 
NaCl a pH 7 (35 volumes de colonne) jusqu'a la redescente de la DO a des valeurs 
10 proches de 0, On fait une seconde etape de lavage a une concentration saline de 150 
mM NaCl (10 volumes de colonne) pour renforcer les interactions des exosomes 
avec le support. 

On realise im premier gradient de 150 a 420 mM NaCl en 7 volumes de colonne 
(fig. 8) puis le gradient est stoppe pendant 9 volumes de colonne. Le second gradient 

15 demarre de 420 mM NaCl jusqu'a 1 M NaCl en 25 volumes de colonne. Les 
exosomes sont elues dans ce second gradient dans deux pics a 550 et 700 mM NaCl 
(fig.8). La colonne est regeneree par passage de 10 volvmies de colonne d'eau puis 
par 10 volumes de colonne de sonde 0.1 M (pH 12) et enfin par passage de 10 
volumes de colonne de NaCl 3M. La colonne est ensuite equilibree en tampon BTP 

20 12 mM, 150 mM NaCl, pH 7. 

Aspects quantitatifs et qualitatifs de Tetape de source 15Q. 

Comme on pent le voir sur la figure 6 la majeur partie des proteines, de la fraction 
25 non adsorbee du Blue sepharose 6 fast flov^, ne sont pas retenues par la colonne. Les 
concentrations proteiques ont ete mesurees par un test Biorad (absorption de la DO 
a 600 nm) et sont resumees dans le tableau 3. 
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Tableau 3. aspects quantitatifs de I'etape de Source 15Q apres une etape de Blue 
sepharose 6 fast flow. 





Depart (non 
adsorbe Blue 
sepharose 6 fast 
flow) 


Non adsorbe 
source 15Q 


Eluat frartion^i 
4 a 6 


Rliiat frartinn^ 
19 a 23 


Proteines 
(mg/ml) 


0.17 


0.14 


0.01 


0.02 


Volume (ml) 


85 


98 


3 


5 


Proteines 
totales (mg) 


14.45 


13.72 


0.03 


0.10 


Rendements 
(%) 


100 


94.9 


0.2 


0.8 



95% des proteines chargees sur la colonne Soxirce 15Q ne sont pas retenues. Les 
5 fractions poolees 4 a 6 et les fractions poolees 19 a 23 representent environ 1.5%. 
La regeneration n'a pas ete dosee. Le rendement est tres proche de 100% : 
Tensemble des proteines et des vesicules chargees sont eluees de la colonne. En 
terme de charge proteique de la colonne, la Source 15Q est capable de fixer environ 
25 mg de proteines (donnees constructeur), soit pour les 0.8 ml, 20 mg de proteines. 
10 II est clair que Ton est tres loin du maximum de la colonne et des 5 a 10% en accord 
avec une bonne resolution, puisque ces valeurs se situent entre 1 et 2 mg de 
proteines. Dans ces conditions on peut purifier, avec une colonne de 0.8 ml de 
Source 15Q, entre 200 et 400 ml de sumageant de culture. 

Chaque pic d'elution est ultracentrifiige (100 000 g pendant 1 heure) et poole pour 
15 etre observe en microscopic electronique. Le premier pic (elue entre 150 et 420 mM 
NaCl) contient essentiellement des proteines, des debris cellulaires et quelques 
vesicules marquees par un anticorps anti CMH IL 
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Le second pic (elue a 550 mM NaCl), traite de la meme fa?on, montre iin bruit de 
fond moins important, un nombre beaucoup plus grand de vesicules marquees par 
un anticorps anti CMH II, il existe egalement une heterogeneite dans la taille des 
vesicules. 

Le troisieme pic (elue a 700 mM NaCl) ne presente plus de bruit de fond, les 
vesicules sont pratiquement toutes marquees par un anticorps anti CMH II et sont 
beaucoup plus homogenes en taille. 

Ces deux fractions (pic 2 et 3) sont a comparer a ce que I'on obtient par le procede 
classique de purification par ultracentrifugation. Dans ce cas on observe un bruit de 
fond important et une grande heterogeneite des vesicules compare aux deux pics de 
chromatographie. De plus, il semble qu'il existe une separation entre les debris et 
les exosomes purifies par CLHP ce qui n'est pas le cas avec Tultracentriftigation. 

4.4) Conclusions 

En deux etapes de chromatographie, la premiere faisant appel a une selection 
negative (etape de Blue sepharose 6 fast flow) des exosomes la seconde faisant 
appel a une selection positive et a une elution selective des exosomes (etape de 
Source 15Q), on enleve environ entre 99 et 99.5% des proteines du sumageant de 
culture tout en gardant les exosomes. Le procede conserve I'integrite des exosomes 
par microscopic electronique. Ce procede est done specifique pour la purification 
des exosomes. 

A titre d'exemple, d'autres colonnes retenant les proteines du serum peuvent etre 
utilisees. Par ailleurs, des colonnes macroporeuses cationiques peuvent etre utilisees 
a la place de la Source 15Q. 

5) Purification par CLHP d'exosomes produits a partir de la lignee RBL (Rat 
Basophilic Leukemia). 
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Les exosomes sont produits a partir d'une lignee RBL (Rat Basophilic Leukemia) 
transfectee de fagon stable pour exprimer, a la membrane des exosomes, des 
molecules du CMH II humain (PCT/FR99/02691). Apres induction, par un 
ionophore (iomicyne), les cellules degranulent et relarguent des exosomes dans un 
5 milieu sans proteines (RPMI). Apres elimination des cellules par centrifiigation a 
600 g 10 min les sumageants sont recuperes et traites avec une DNase (Sigma) et 
une RNase (Sigma), 

Les sumageants traites sont ensuite centrifuges a 10 000 g a ST^^C, 30 min, puis a 
100 000 g pendant 1 heure. 
10 Le culot d'ultracentrifiigation est charge sur une colonne d'echange d'ions. Source 
15Q, Pharmacia (fig.9). On utilise une colonne de 0.8 ml avec un debit de 5 ml/min 
(debit lineaire 1880 cm/h, temps de contact 0.1 min). 

La colonne est equilibree en tampon Bis-Tris-Propane (BTP) 12 mM, 150 mM NaCl 
15 et pH 7. Apres chargement de Techantillon la colonne est lavee avec 15 a 20 
volumes de colonne du meme tampon d'equilibration. L'elution est realisee avec 25 
volume de colonne en faisant varier la concentration saline de 150 mM a 1 M NaCl, 
le pH est maintenu constant (fig.9). Le milieu est tres peux contfmiine par des 
proteines puisque les cellules sont lavees dans du PBS et Tinduction ainsi que le 
20 relargage des exosomes se fait dans du RPMI seul. Ceci est confirme par la faible 
absorption observee (280 et 254 nm) dans la fraction non adsorbee de la Source 15Q. 
La presence des exosomes est confirmee par un westem blot dirige contre les 
molecules du CMH II (fig 1 1) apres separation des pics par des steps en NaCl (fig. 
10) et ultracentrifiigation de chacun des pics. 
25 On observe 3 pics, plus une fraction non adsorbee : un premier pic elue a 350 mM 
NaCl, un deuxieme pic elue a 700 mM NaCl et enfin un troisieme pic elue a 1 .5 M 
NaCl. Le pic a 700 mM est majoritaire. En westem blot dirige contre les molecules 
du CMH II humain on retrouve un signal dans les pics 1 (350 mM NaCl) et dans le 
pic 2 (700 mM NaCl). 
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II est a noter que le pic 1 qui a une intensite de signal, en proteines, 7 a 8 fois 
moindre que le pic 2 presente un signal en western blot equivalent a celui du pic 2. 
Ceci peut traduire une plus grande purete du pic 1 . Pour confirmer ce fait, les pics 
ont ete ultracentrifiiges et observes en microscopie electronique. 

5 Le pic 1 est tres riche en exosomes marquees par un anticorps anti CMH II humain, 
il y a peu ou pas de bruit de fond. Les exosomes sont heterogenes en taille, il ne 
semble pas y avoir de separation des exosomes pas leur taille mais par un 
mecanisme specifique de competition entre Teluant (NaCl) et les exosomes. 
Les fractions comprises entre les deux pics ont ete analysees par microscopie 

10 electronique. On y trouve peu d' exosomes avec un bruit de fond plus important que 
dans le pic 1 . 

Le pic 2 est tres semblable aux fractions comprises entre les deux pics, on retrouve 
peu d' exosomes et bmit de fond plus important. 

15 Conclusions 

La Source 15Q est capable de retenir les exosomes et de les separer de contaminants 
eventuels (fig.9). La tres grande majorite des exosomes est eluee dans un meme pic 
a 350 mM NaCL En microscopie electronique les exosomes apparaissent 
20 «normaux» avec un marquage specifique des molecules du CMH II humain. 
L'heterogeneite de la taille des exosomes (pic 1) semble indiquer que la separation 
est basee sur des echanges ioniques et non sur un tamisage. Le Source 15Q peut 
done etre utilise comme etape de purification des exosomes de RBL. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de preparation de vesicules membranaires a partir d*un echantillon 
biologique caracterise en ce qu*il comprend au moins une etape de traitement de 

5 Techantillon par chromatographie d'echange d'anions. 

2, Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'il comprend au moins une 
etape de chromatographie d'echange d'anions fort. 

10 3, Procede selon Tune des revendications 1 et 2, caracterise en ce qu'il comprend au 
moins une etape de chromatographie d'echange d'anions et de permeation de gel. 

4. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que 
Techantillon biologique est un fluide biologique, un sumageant de culture, un lysat 

15 cellulaire ou une solution prepurifiee. 

5. Procede de preparation de vesicules membranaires a partir d'un echantillon 
biologique caracterise en ce qu'il comprend au moins: 

b) une etape d'enrichissement de Techantillon en vesicules membranaires, et, 
20 c) une etape de traitement de Techantillon par chromatographie d*echange 

d'anions et/ou par chromatographie de permeation de gel. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il comprend 

a) la culture d'une population de cellules productrices de vesicules 
25 membranaires (e.g. d'exosomes) dans des conditions permettant la liberation des 

vesicules, 

b) une etape d'enrichissement de Techantillon en vesicules membranaires, et, 

c) une etape de traitement de Techantillon par chromatographie d'echange 
d'anions et/ou par chromatographie de permeation de gel. 
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7. Precede selon les revendications 5 ou 6, caracterise en ce que Tetape 
d*enrichissement comprend une etape de clarification, eventuellement suivie d*une 
etape de concentration. 

8. Precede selon Tune des revendications 5 a 7, caracterise en ce que Fetape 
d'enrichissement comprend une etape de chromatographic d'affmite, de preference 
sur colorant. 

9. Procede selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce que Tetape 
d'enrichissement comprend une etape de centrifugation a faible vitesse et/ou une 
filtration. 

10. Procede selon Tune des revendications 7 a 9, caracterise en ce que Tetape 
d'enrichissement comprend au moins une etape d'ultrafiltration, notamment 
tangentielle. 

11. Procede de preparation de vesicules membranaires, caracterise en ce qu*il 
comprend les etapes suivantes: 

a) la culture d'une population de cellules productrices de vesicules 
membranaires (e.g. d'exosomes) dans des conditions permettant la liberation des 
vesicules, 

b) le traitement du sumageant de culture pour produire un echantillon 
biologique enrichi en vesicules membranaires (e.g. en exosomes) par une etape 
d'ultrafiltration ou de chromatographic d'affinite au moins, et 

c) une etape de traitement de Techantillon biologique par chromatographic 
d'echange d'anions et/ou de permeation de gel. 
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12. Procede selon la revendication 1 1, caracterise en ce qu'il comprend en outre une 
etape d) de filtration du materiel recolte. 

13. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
5 que les vesicules membranaires possedent un diametre compris entre 60 et 90 nm 

environ. 

14. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que les vesicules membranaires sont des vesicules produites par des cellules 

10 presentatrices d*antigenes, notamment des cellules dendritiques, des lymphocytes B, 
des macrophages ou des mastocytes. 

15. Procede selon la revendication 14, caracterise en ce que les vesicules 
membranaires sont des vesicules produites par des cellules dendritiques, notamment 

15 humaines, 

16. Procede selon Tune des revendications 1 a 13, caracterise en ce que les vesicules 
membranaires sont des vesicules produites par des cellules tumorales, notamment 
humaines. 

20 

17. Procede de preparation de vesicules membranaires caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes: 

a) Tobtention d'une population de cellules dendritiques, 

b) la culture des cellules dendritiques dans des conditions permettant la 
25 production de vesicules membranaires et, 

c) la purification des vesicules membranaires par un procede comprenant au 
moins une etape de chromatographic d'echange d'anions. 
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18. Procede de preparation de vesicules membranaires, caracterise en ce qu'il 
comprend 

a) Tobtention d'une population de cellules dendritiques, 

b) la culture des cellules dendritiques dans des conditions permettant la 
5 production de vesicules membranaires, 

c) le traitement du sumageant de culture pour produire un echantillon 
biologique enrichi en vesicules membranaires, notamment par une etape 
d'ultrafiltration ou de chromatographie d'affinite au moins, et, 

d) la purification des vesicules membranaires par un procede comprenant au 
10 moins une etape de chromatographie d*echange d'anions et/ou de permeation de gel. 

19. Procede selon la revendication 17 ou 18, caracterise en ce que les cellules 
dendritiques sont obtenues a partir d'un echantillon biologique provenant d*un sujet, 
par exemple de moelle osseuse ou de sang peripherique. 

15 

20. Procede selon les revendications 17 a 19, caracterise en ce que les cellules 
dendritiques sont immatures. 

21. Procede selon Tune des revendications 17 a 20, caracterise en ce que les cellules 
20 dendritiques sont sensibilisees a un antigene, prealablement a la production des 

vesicules membranaires. 

22. Procede selon Tune des revendications 17 a 21, caracterise en ce que, au cours 
de Tetape b), les cellules dendritiques sont cultivees dans des conditions stimulant la 

25 production des vesicules membranaires. 

23. Utilisation de la chromatographie d'echange d'anions pour la preparation ou la 
purification de vesicules membranaires. 
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24. Utilisation de la chromatographic d'affinite pour la preparation ou la purification 
de vesicules membranaires. 

25. Composition comprenant des vesicules membranaires preparees par le procede 
5 selon Tune des revendications 1 a 22. 
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Figure 3 
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